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Objeto del trabajo
OBJETO DEL TRABAJO
El selenio es un elemento esencial que interviene en los procesos metabólicas
formando parte de enzimas como la glutadiona peroxidasa, que cataliza la reducción de
los peróxidos previniendo así el envejecimiento de las células. Por otro lado se ha
comprobado que algunas especies de selenio, en su interacción can la vitamina E, son
capaces de inhibir procesos cancerígenas. Por todo esta, no sólo es necesario el
conocimiento del contenido total de selenio, sino de sus distintas formas químicas, con
en fm de contribuir a conocer mejor estos procesas y las vías de su asimilación e
incorporación a los tejidos de los seres vivos. El estudio se ha realizado tanto sobre
alimentos como en líquidos biológicos.
Los problemas que surgen de esta investigación son complejos y variados, y se
pueden resumir en los siguientes puntos:
• Necesidad de determinar en matrices con un alto contenido en sales o en
compuestos orgánicos, concentraciones de selenio extraordinariamente bajas, del
orden de ng/g o inferiores, si se quiere cuantificar especies.
• Falta de estabilidad temporal de las especies, pudiéndose producir
interconversiones entre las mismas en función del tiempo o de las condiciones de
almacenamiento.
• Necesidad de no alterar la forma química de las especies durante los
procesos de tratamiento de muestra, para extraer y poner en disolución dichas
especies.
• Desarrollar métodos de separación de las distintas especies en presencia de
matrices de alta complejidad como son: suero sanguíneo, ama, pescados y
moluscos.
Objeto del trabajo
Los objetivos concretos que se abordan en esta memoria para lograr superar
estas dificultades son:
1. Desarrollo de un método para determinar selenio mediante Espectrometría de Masas
con Plasma acoplado inductivamente como fuente de iones (ICP-MS), que alcance el
límite de detección requerido en las matrices a analizar, teniendo en cuenta la dificultad
que presenta este elemento debido a su elevado potencial de ionización y a la
interferencia espectral que produce el argán sobre el isótopo más abundante ~
2. Estudio del efecto que los compuestos mayoritarios y minoritarios, presentes en las
muestras, producen sobre la señal analítica del selenio.
3. Desarrollo de una metodología que implique una disminución de las interferencias de
matriz, como es la introducción de la muestra por inyección en flujo, o bien en forma de
vapor mediante la generación del hidruro de selenio.
4. Evaluación del acoplamiento de la Cromatografia de líquidos a la Espectrometría de
Plasma-Masas (HPLC-ICP-MS) con el fin de alcanzar una elevada resolución y
sensibilidad para las distintas especies seleccionadas: trimetilselenonio, selenocistina,
selenometionina, selenaetionina, selenitay seleniato.
5. Puesta a punto de métodos de extracción que no alteren la forma química original de
las especies, basados en la hidrólisis ácida o enzimática de las muestras.
6. Mejora de la estabilidad de las especies presentes en las muestras de manera que sea
pasible su conservación durante un mayor intervalo de tiempo.
7. Aplicación de la metodología desarrollada a la determinación de Selenio y de sus
especies en fluidos biológicos, suero y ama, y en muestras de alimentos, atún y
mejillón.
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Introducción
1. SELENIO
1.1. CARACTERÍSTICAS FÍSICAS YQUÍMICAS DEL SELENIO
El selenio pertenece al grupo VIA, actualmente grupo 16, de la Tabla Periódica.
Situado entre el azufre y el teluro, posee propiedades fisico-quimicas intermedias entre
metal y no metal, sin embargo en muchos aspectos, su semejanza al primero es más
pronunciada. Su número atómica es de 34 y se presenta en la naturaleza bajo seis
formas isotópicas (Tabla 1), que en función de sus abundancias relativas, confieren a
este elemento una masa atómica de 78.96.
Tabla 1. Isótopos naturales de selenio y sus abundancias relativas.
¡ Isótopo 74Se ‘65e ~Se 78Se t0Se 82Se
Abundancia(%) 0.87 9.02 7.58 23.52 49.82 9.19
Existen también tres isótopos artificiales de corta vida muy empleados en técnicas
radiológicas y en activación neutrónica, los cuales son “Se, flmse y s2mSe [Newland,
1982].
Posee una configuración electrónica externa 3d’04s24p4 y puede presentar cuatro
estados de oxidación: (-II), 0, (IV) y (VI). Con el estado de oxidación (-II), presenta su
química de no metal con el hidrógeno y con elementos metálicos, dando lugar a sales
insolubles en suelos. Por otro lado, da lugar a la mayoría de las especies orgánicas
(organometálicos), formando compuestos metilados e incluso llegando a sustituir al
azufre en aminoácidos como la selenametionina y la selenocisteina.
El estado de oxidación (0) corresponde al selenio elemental, presente en la
naturaleza bajo diferentes formas alotrópicas:
El selenio rojo, que puede aparecer como sólido amorfo de estructura vítrea, o
bien bajo dos formas cristalinas a y /3, ambas de geometría monoclínica pero diferente
estructura molecular [Gutiérrez Ríos, 1984]. Las dos formas cristalinas contienen
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moléculas Seg, y se transforman fácilmente en selenio rojo amorfo, aunque no existe
una temperatura defmida de transición [Burriel y col., 1983]. La forma amorfa también
se obtiene por reducción quimica de los selenitas y seleniatos.
El selenio gris o metálico, de geometría hexagonal, es considerado como la
forma más estable de este elemento. Se emplea industrialmente por sus propiedades de
semiconductor, aumentando su conductividad eléctrica con la temperatura y
principalmente con la exposición a la luz [Nazarenka y Ermakow, 1972].
El selenio negro, posee estructura vítrea, y es la forma comercial ordinaria del
metal. Se obtiene por enfriamiento rápido de selenio fundido. Posee estructura
polimérica en forma de anillos, donde cada anillo contiene hasta mil átomos de selenio
[Burriel y col., 1983]. Puede transformarse en selenio gris hexagonal, par calentamiento
a 180-1900C.
Los estados de oxidación (IV) y (VI) dan lugar a compuestas inorgánicos como
haluros (SeF
4, SeF6), óxidos (SeO2, SeO3) y ácidos (H2SeO3, H2SeO4 Muchas oxisales
(selenitas y seleniatos) son solubles en agua [Fishbein,1991].
Propiedades redox
La Figura 1 muestra el diagrama E-pH para el selenio, en ella se observa se
observa que el Se(-II) es un reductor fuerte y por lo tanto puede ser oxidado con
facilidad. El Se(O) es poco reductor, sobre todo en medio ácido, por lo que requiere la
acción de oxidantes fuertes. La oxidación al aire ocurre lentamente, dando lugar a SeO2.
La oxidación en ácido nítrico y en agua regia produce ácido selenioso, H2SeO3,
liberando SeO2. Por tratamiento con peróxido de hidrógeno, persulfatos y bromo se
produce la oxidación a ácido selénico, H2SeO4. La reacción con ácido sulfúrico produce
una disolución de color verde, que contiene sulfatos y polisulfatos del catión tetrámero
Se4
2~. Se han podido aislar los sólidos Se
4(S4013) y Se4S4O7H» de color amarillo y
naranja respectivamente.
El Se(IV) se reduce fácilmente a selenio elemental, en medio ácido fuerte, por la
acción de reductores como dióxido de azufre, cloruro estannoso, yoduro potásica, cinc
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metálico, ácido ascórbico y tiourea. La reacción con oxidantes más fuertes como cloro
gas, peróxido de hidrógeno, permanganato o dicromato, produce Se(VI).
El Se(VI) es termodinámicamente oxidante y su reducción está favorecida
cinéticamente. El tratamiento por ebullición con ácido clorhídrico concentrado produce
Se(IV). Sin embargo, la reducción a selenio elemental requiere de reductores fuertes
como tricloruro de titanio, ácido hipofosforoso, fenilhidracina en caliente, etc.
¡.2
0.8
0.4
E
o
-o 4
-0.8
pH
Figura 1. Diagrama E-pH del selenio en concentración 0.OIM.
Propiedades ácido-base
La forma ácida del Se(-II) es el ácido selenhídrico o seleniuro de hidrógeno
(H2Se). A temperatura ambiente se encuentra en estado gas, caractarizándose por su mal
0 2 4 6 8 10 12 14
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olor y extremada toxicidad. Se comporta como un ácido débil en medio acuoso
(pKr3.8 y pK2=14.O). También en este estado de oxidación forma seleno-aminoácidos.
Los aminoácidos primarios, como la selenometionina (SeMet), poseen dos constantes
de protonación, debido a la presencia de los grupos -COOH y -NH3~. Los valores de
estas constantes resultan ser: pKc2,19 para cl grupo -COOH y pK29.05 para el grupo
-NH3~ [Rivailda Silva y col., 1997]. Los aminoácidos secundarios como la
selenocistina, tienen cuatro constantes de protonación. Los valores calculados para este
aminoácido son: pKgl .68 y pK22.15 para los grupos -COOH, pK38.07 y pKe8.94
para los grupos -t4H3~. A la vista de estos valores, los aminoácidos se presentan en
forma de zwiterion en el intervalo de pH entre 2 y 8. La selenocisteina se presenta en
forma de aminoácido primario, sin embargo, al final de la cadena presenta un grupo
selenol (-SeH) cuyo pKa es de 5.2, por lo que se encuentra en forma aniónica a pH
fisiológico.
El ácido seleniosa, H2SeO3, se comporta como un ácido de fuerza intermedia,
dando lugar a 1-ISeO3~ &K¡=2.46) y SeO~
2 (pK
2=7.3 1). El anión HSeQÍ es más ácido
que básico y el SeO)~ es una base débil.
El ácido selénico, H2SeO4, se campana como un ácido fuerte en su primera
disociación, predominando la especie monopratonada a pHs muy ácidos (HSeO49. En
media ácido &K&4 .92), pierde el segundo protón y se presenta en forma de oxoanión,
SeOt.
En la Figura 2 se ha representado los diagramas de distribución para algunas
especies de selenio en función del pH.
lo
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1.2. EL SELENIO EN EL MEDJOAMBIENTE
1.2.1. Compuestos de selenio presentes en el medioambiente
El contenido medio de selenio en la corteza terrestre es de 0.05-0.09 ¡.¿g/g,
generalmente se encuentra asociado a otros metales en fonna de seleniuros metálicos
(Cu2Se, HgSe, A&Se...), las mayores concentraciones encontradas corresponden a rocas
volcánicas (por encima de 120 ¡ig/g), depósitos de uranio y rocas carbonáceas
[Fishbein,1983; Menan, 1985]. La producción anual de selenio en el mundo es del
orden de 1300 a 1500 toneladas [H~gbergy Alexander, 1986; Alexander y col., 1988],
gran parte se obtiene como subproducto en el refinado electrolítico de otros metales.
En la Tabla 2 se presentan las principales especies de selenio encontradas en el
ambiente y en medios biológicos.
1.2.2. Aplicaciones industriales del selenio y sus compuestos
A causa de las propiedades fisico-quimicas de] selenio, éste interviene de fonna
constante en las actividades industriales. En la Tabla 3 se indican las aplicaciones de
algunos compuestos de selenio.
Debido a sus características fotoeléctricas y como semiconductor, la mayor parte
de la producción de selenio se emplea en procesos electrónicos (25-35%), también es
notable su utilización en la industria de vidrio (27-30%) y algo menos en el desarrollo
de pigmentos inorgánicos (14%). El resto se emplea en diversas actividades: como
agentes aceleradores y/o vulcanizadores en la producción de caucho, acero inoxidable,
en el desarrollo de lubricantes y xerografia entre otros. Las aplicaciones médicas
incluyen desde un simple tratamiento de la casna hasta el empleo limitado de selenio
radiactivo ([
75Se]-selenometionina) como agente marcador para el diagnóstico y
seguimiento de varios tumores malignos.
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Tabla 2. Principales especies de selenio encontradas en el ambiente y en medios
biológicos [Shibatay col., 1992].
ESTADO DE OXIDACIÓN ESPECIE QUÍMICA
VI seleníatos (sales inorgánicas)
IV selenitas (sales inorgánicas) SeO32
0 selenio elemental Se(O)
-II seleniuros metálicos Me
2Se~
í dimetilseleniuro, DMSe (volátil) (CH3)2Se
dimetildiseleniuro, DMDSe (volátil) (CH3)2Se2
Formas metiladas dietilseleniura, DESe(volátil) (CH3CH2)2Se
trimetilselenonio, TMSe~ (CH3)3Se
selenometionina, SeMet CH3SeCH2CH2CHCOcT
NH
selenocisteina, SeCys ~SeCH2CHCOO~
NH3~
selenocistina, SeCys2 flOCCHCH2Se-SeCH2CHCOO~
Aminoácidos NH3 NH3~
selenoetianina, SeEt CH3CH2SeCH2CH2CHCOO
NH3
seleno-metil-SeMet CI-I3Se CH2CH2CHCO&
CH3 NH3~
seleno-metil-SeCys CH3SeCH2CHCOO
NH3
selenohomocisteina SeCH2CH2Cl4COO~
NH$
Las aplicaciones industriales de] selenio dan lugar a emisiones al
mediaambiente. Los compuestas de selenio emitidos, sufren transformaciones que
pueden remitir o incrementar sus efectos nocivos.
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Tabla 3. Principales aplicaciones industriales de los compuestos de selenio
[Fishbein,1991; Cámara y col., 1995].
COMPUESTO APLICACIÓN
selenio (Se(O)) células fotoeléctricas, xerografia, procesos de
deshidrogenación catalítica
seleniato sádico (Na2SeO4) fabricación de vidrio, insecticidas, medicamentos
veterinarios
selenito sádico (Na2SeO3) fabricación de vidrio y elaboración de abonos
enriquecidos en selenio
dietilditiocabamato de selenio como fungicida, agente vulcanizante
mono y disulfuros de selenio veterinaria y tratamientos médicos anti-caspa
(SeSySeS2)
dióxido de selenio (SeO2) para oxidación catalítica, hidrogenación y
deshidrogenación de compuestos orgánicos ¡
hexafluoruro de selenio (SeF6) como aislante eléctrico gaseoso
oxicloruro de selenio (SeOCI2) disolvente para azufre, teluro, selenio, gomas,
resinas, adhesivos asfálticos, y otros materiales
seleniuro aluminico (AI,Se3) preparación de hidruro de selenio para
semiconductores
selenito amónico L(NW)2SeO3l fabricación de vidrio rojo
seleniuro de cadmio (CdSe) fotoconductores, células fotoeléctricas
seleniato cúprico (CuScO4) aleaciones de cobre y colorante
diseleniuro de tungsteno (WSe2) lubricantes
1.2.3. Distribución de especies de selenio en el ¡ned¡oambiente
AmE
La cantidad de selenio total encontrada en el aire se sitúa entre 0.01-30 ng/m
3en
función de su localización, generalmente los valares más altos corresponden a áreas
urbanas e industrializadas [Fishbein,1991]. Una pequeña fracción de selenio puede
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existir en estado gaseoso en la atmósfera, sin embargo la mayoría del selenio
atmosférico se encuentra en forma paniculada.
El selenio se emite de modo natural a la atmósfera en forma de alquilseleniuros
volátiles, selenio elemental y dióxido de selenio, el cual puede sufrir transformaciones
químicas como hidratarse, reducirse (por presencia de SO2) u oxidarse por el oxígeno
del aire, estas transformaciones han originado la presencia de selenitos y seleniatos en
agua de lluvia [Robberechty Van Grieken, 1980). Los procesos de emisión natural
incluyen: erosión natural de las rocas, emisiones volcánicas, actividad de los
microorganismos y de las plantas [Cutter,1985]. El 70% de la emisión natural es de
origen biogénico marino, aunque la concentración de alquilseleniuros en aire es del
arden de unos pocos ng/m
3.
La mayor parte de la emisión de selenio a la atmósfera procede de fuentes
antropogénicas, por procesos de combustión de materiales fósiles, fundiciones y
refinerías, fábricas de vidrio y cerámica, y otras industrias [NAS,1976; Bennett, 1983].
Sin embargo, no existen indicaciones de un aumento global en la concentración de
selenio en la atmósfera, posiblemente debido a una rápida sedimentación del selenio
atmosférico [Raptisy col., 1983].
AGUAS
El selenio puede presentarse en aguas naturales preferentemente como seleniato
y en menor proporción como selenita. Además, como resultado de transformaciones
microbiológicas, pueden formarse especies metiladas volátiles de selenio.
Generalmente, tanto en aguas superficiales como subterráneas, el nivel de concentración
de selenio total es bajo, oscilando entre 0.02 y 10 ¡ig/L, sin embargo, el contenido puede
verse notablemente afectado por factores geológicos, llegando a superar los 6 mg/L en
aguas subterráneas [Einbrodt y Micheis, 1984; Glover y col., 1979]. La alteración de la
acidez en las aguas y suelos da lugar a procesos de biotransformación. Por ejemplo, en
presencia de hierro el selenio precipita como selenita férrico, insoluble en agua a pH
inferior a 7, mientras que a pH básicos, ocurre la oxidación a seleniatos solubles, lo que
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incrementa la concentración normal de selenio en aguas por encima de 10 a 400 gg/L
[Glover y col., 1979].
El medio marino se ha considerada como disolvente para algunas especies de
selenio como selenitas, seleniatos y compuestos orgánicos. La fracción orgánica no ha
sido caracterizada, pero se puede esperar que existan ácidos selenoaminos y sus
derivados. En las superficies, los compuesto organoselénicos forman el 80% del selenio
disuelto total, mientras que en el fondo, predominan las especies inorgánicas, sin
evidencia de compuestos orgánicos de selenio. En aguas marinas el nivel de selenio
encontrado como selenita es del arden de 0.004 ~g/L para las superficies y de 0.06 gg/L
en el fondo y como seleniato de 0.03 y 0.12 pg/L respectivamente [Bruland, 1983].
La contaminación por selenio en los ecosistemas acuáticos, incluyendo océanos,
se debe principalmente a vertidos urbanas e industriales. Par ejemplo, a través de la
agricultura se drena agua con un contenido medio de selenio de 1.4 ~.ig/L[Knight y cal.,
1987], y se ha estimado que el venida de selenio al mar es de unas 8000 toneladas
anuales [Menan, 1985]. El selenio vertido puede sufrir transformaciones químicas,
aunque también puede ser biaconcentrado. Se ha comprobado que la adición de selenita
sódico a aguas de lagos interacciona en el metabolismo del mercurio, limitando la
disponibilidad de éste por los organismos marinos.
SUELOS
La distribución de selenio en los suelos no es uniforme, varia entre 0.1 ~g/g en
zonas deficientes, como Nueva Zelanda, China y Finlandia, y hasta alrededor de
80 pg/g en áreas seleniferas, como Irlanda y parte de los Estados Unidos [Raptis y col.,
1983). En las superficies de suelos cultivados el contenido de selenio varía entre 0.1 y
2 ~Igg [Fishbein, 1991].
El selenio aparece en suelos ácidos y reductores como seleniuro, mientras que a
pH neutros aparece como selenita férrico, de muy baja solubilidad y por consiguiente
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con una reducida biodisponibilidad, en contraste, en suelos alcalinos y oxidantes se
presenta cama seleniato soluble que es absorbido parlas plantas [NAS, 1976].
PLANTAS
En plantas, también están presentes formas químicas orgánicas de selenio.
Parece que la forma orgánica predominante es la selenometionina. Se cree que el
mecanismo consiste en la previa absorción de los seleniatos del suelo, reducción a
selenita, incorporación a la cisteína reemplazando al azufre y posterior metabolización a
metionina. En muchos casos, las compuestos de selenio son transformadas por plantas y
algas a formas volátiles (DMSe, DMDSe y DESe), como mecanismo de defensa frente a
la toxicidad [Dauchy y col., 1994].
Muchas plantas crecen sobre suelos seleníferos absorbiendo y acumulando
selenio. Las plantas acumuladoras, generalmente no comestibles, pueden incorporar
selenio, alcanzando concentraciones entre 100 y 5000 gg/g, mientras que en plantas no
acumuladoras el contenido en selenio no supera 1 gg/g [Bennett, 1983].
Ciclo del selenio en el medioambiente
La transferencia de selenio desde el medioambiente al hombre y animales
procede principalmente de dos vías: inhalación e ingestión. La incorporación de este
elemento a través del aire es muy baja, proporcionando al cuerpo alrededor de 0.02 ng/g
de peso, mientras que a través de la ingestión de agua y alimentos se obtiene del arden
de 0.1 ¡ig/g [Bennett,1983]. Los mayores aportes de selenio proceden del consumo de
vegetales, aunque también de pescados y mariscos debido a su capacidad de
bioconcentración que alcanza un factor de 400 [Fishbein, 1991].
En la Figura 3, se exponen algunos procesos de transformación y transferencias
de las especies de selenio, a través del medioambiente.
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Figura 3. Posibles transformaciones químicas y bioquímicas implicadas en el
medioambiente. [Fishbein, 1991].
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1.3. EL SELENIO EN LA BIOQUÍMICA DE LOS SERES VIVOS
1.3.1. Toxicidad y esencialidad
El interés por el selenio desde que Berzelius y Gahn descubrieron su existencia
en 1817, se debió a su potencial toxicidad; sin embargo, a partir de los estudios de
Schwarz y Fratz en 1957, se demostró el carácter esencial del selenio en la bioquímica
de los seres vivos. El comportamiento dual del selenio, respecto a su papel biológico,
hace importante su estudio y control, can el fm de evitar desórdenes biológicos
procedentes de una administración tanto deficiente como en exceso.
Una sustancia se considera tóxica cuando perjudica la salud de los seres vivos,
produciendo daños importantes en tejidos, órganos y procesos biológicos. La
intoxicación debida a una sustancia puede producirse por la ingestión puntual de
elevadas concentraciones, dando lugar a lo que se conoce cama intoxicación aguda, o
bien a través de la administración de pequeñas dosis durante largos penados de tiempo,
ocasionando una intoxicación crónica. En los procesos agudos, los efectos adversas se
observan de forma inmediata e intensa, mientras que en los crónicos, los síntomas
surgen de forma progresiva y persistente en el tiempo, pudiendo degenerar en
enfermedades graves.
Los primeros síntomas de intoxicación aguda por administración de selenio
incluyen: infecciones cutáneas, irritación nasal y ocular, deficiencia respiratoria y
caries, llegando a producir daños en órganos internos, edema vascular, hemorragias,
edema pulmonar, taquicardia, parálisis, etc. [NAS, 1976; Newland, 1982; Olson, 1986].
La intoxicación crónica, conduce al desarrollo de enfermedades cardiovasculares,
cirrosis e incluso cáncer.
En el hombre el selenio participa en algunas funciones biológicas, por ello su
carácter esencial. La deficiencia en selenio, puede incrementar el riesgo de
enfermedades cardiovasculares (enfermedad de Keshan), daños musculares e incluso
producir cienos tipos de cáncer. Otros sistemas afectados por la ingestión deficiente
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incluyen la sangre, ojos, hígado, páncreas, piel, espennatozoides y testículos. La
aparición de enfermedades por deficiencia en selenio provoca mayores pérdidas
económicas que las causadas por su toxicidad [Vemie, 1984; Dietrich y col., 1995]. Las
zonas más afectadas son aquellas donde el suelo contiene bajas concentraciones de
selenio en forma química disponible para su asimilación por parte de la vegetación.
En el estudio del carácter tóxico y esencial del selenio, deben ser considerados
factores coma: la forma química que presenta el elemento, especie, concentración, así
cama las posibles transformaciones que puede sufrir el elemento debido a interacciones
con el medio que le rodea.
Forma química
El selenio puede estar presente en muchas formas químicas, tanto orgánicas
como inorgánicas.
Las especies orgánicas de los elementos se consideran en general más tóxicas
que las especies inorgánicas debido a su naturaleza lipofilica, puesto que poseen mayor
facilidad para difundir rápidamente a través de las membranas celulares [Morrison y
col., 1989]. Sin embargo, muchas especies orgánicas de selenio son análogas a
compuestos biológicos de azufre y forman parte de las proteínas, resultando esenciales
como es el caso de los seleno-aminoácidos. Las especies metiladas de selenio, salvo el
trimetilselenonio (TMSe~), son volátiles y tóxicas a niveles de concentración elevados
[Fishbein, 1991].
Dentro de las formas inorgánicas, Se, Se(-il), Se(IV) y Se(VI), el selenio
elemental parece ser el menos tóxico, debido a que es el más insoluble y por lo tanto
dificilmente asimilable por los organismos. Algunos estudios han sugerido que tanto el
selenita como el seleniato son igualmente tóxicos, y a ambas especies se les han
otorgado propiedades mutagénicas [Einbrodt y Michels, 1984; Hógber y Alenxander,
1986]. Posteriores estudios sobre citotaxicidad y mutagenecidad reflejan que los
compuestos de selenio, con la excepción del sulfuro de selenio, no actúan como
carcinógenos a bajas o moderadas dosis [WHO, 1987], además, se ha comprobado que
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algunas formas de selenio, en su interacción con la vitamina E, son capaces de inhibir
procesos cancerígenos [Fishbein, 1991], e incluso en algunos estudios se ha encontrado
que las formas inorgánicas son de cuatro a diez veces más efectivas, en la inhibición de
proliferaciones tumorales, que las formas orgánicas coma SeCys y SeMet [Milner,
1985].
Especie biológica
En general, el selenio no es esencial para las plantas sino que algunas píantas lo
toleran. Se cree que la toxicidad de este elemento sobre las plantas se debe a que
sustituye al azufre en las proteínas [Peterson y col., 1981].
La toxicidad debida a selenio en animales ha sido ampliamente revisada [Olson,
1986; WIIO, 1987]. A través de estudios en laboratorio con animales se ha demostrado
la importancia de factores como la especie animal, edad, y el sexo. Estos mismos
estudios no han podido camprobarse de igual forma en el hombre. La toxicidad
producida de forma natural sobre animales, procede de la ingestión de vegetación rica
en selenio durante periodos prolongados de tiempo. Los efectos se manifiestan con
pérdida de vitalidad, degeneración de órganos internos, necrosis, cirrosis y disminución
de la hemoglobina en sangre entre otros, sin embargo, sólo algunas aves han mostrado
malformaciones debidas a sobredasis en compuestos de selenio, que parece estar
relacionado con un elevado contenido en seleniato y selenometionina en las plantas de
su hábitat [WHO, 1987].
El hombre se ha mostrada menos sensible que los animales a sobredosis de
selenio [Einbrodt y Michels, 1984]. Se han registrada varios casos de envenenamiento
industrial por selenosis, debidas a la presencia de menos de 0.2 mgl de seleniuro de
hidrógeno en el aire, produciendo síntomas como náuseas, vómitos y fatiga [Olsan,
1986]. También, aunque menos frecuentemente, se han registrado casos de
envenenamiento crónica en áreas seleníferas, atribuidos a la ingestión de alimentos
contaminados con selenio [NAS, 1976; Newland, 1982; Olson, 1986].
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La aparición de enfermedades debidas a la deficiencia de selenio se ha
observado en regiones donde el suelo es pobre en este elemento, como en ciertas áreas
de la República Popular de China. En esta zona el consumo de selenio es
extremadamente bajo, alrededor de 10 jg/día y la población sufre de afecciones
cardiomiopáticas, particularmente los niños y las mujeres jóvenes [Fishbein, 1991;
Frost, 1972].
Concentración
La concentración parece ser el parámetro más importante a considerar para
discernir entre el carácter tóxico y esencial del selenio (Figura 4). El selenio es un
elemento esencial cuando se ingiere en bajas concentraciones, del arden de partes por
billón, pero produce efectos tóxicos cuando se ingiere a niveles sólo de 3 a 5 veces
superiores a la dosis requerida para una adecuada nutrición [NAS,1976; Young, 1981].
‘e
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Figura 4. Respuesta biológica en función de la
de selenio [Cámaray col., 1995]
concentración
Para proporcionar una buena salud, la dieta humana debe contener de 0.01-
0.1 j~gg de selenio [Raptis y col., 1983]. La intoxicación por ingestión de alimentos
seleniferos se observa en muy raras ocasiones, aunque se han llegado a detectar casos de
deficiencia toxicidad
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selenosis crónica en áreas seleníferas, donde la ingestión diaria rondaba los 5000 ~.tg/día
[WHO, 1987]. En general, se considera que la ingestión por encima de 1 mg de selenio
por kg de peso corporal puede producir toxicidad crónica en humanas [Newland,1982].
Se estima que la enzima glutadiona peroxidasa debe ser restaurada con un
consumo de 45 pg/día de selenio [Raptisy col., 1983]. En casos de un consumo natural
deficiente, se ha optado por el suministro de suplementos a la población, como es el
caso de China, donde la administración de 0.5-10 mg/semana de selenita sódico ha
resultado beneficiosa en el tratamiento de la enfermedad de Keshan [Raptis y col.,
1983]. En otros países, como Finlandia, el suministro se ha llevado a cabo a través del
empleo de fertilizantes enriquecidos en selenio [Aro y col., 1995].
Para evitar efectos nocivos, se ha establecido algunos valores límite para el
contenido de selenio según la ruta de administración (aire, agua y alimentos):
El Valor Umbral Limite para compuestos de selenio en aire es de 0.1-0.2 mg/mt
salvo para H2Se que es de 0.5 mg/ni
3. Estos valores estén regulados para zonas de
exposición industrial, con el fm de proteger al hombre de los efectos irritantes del
selenio [Wilber, 1980].
El valor guía dado por la Organización Mundial de la Salud referente al
contenido de selenio en agua de bebida es de 0.01 mg/L, aunque este valor es
considerado como valor límite admisible en los Estados Unidos [WHO, 1984].
Los alimentos destinados al consumo humano no deben contener más de
5 mg/kg ni menos de 0.04 mg/kg de selenio, mientras que las límites de administración
de en animales son ligeramente inferiores a los permitidos en humanos, debido a su
menor tolerancia. Bajo condiciones normales, el Valor Límite Umbral en el forraje para
alimenta de animales es de 3-4 isg/g de selenio, ya que un contenido de 5 ~.tg/gpuede
provocar pérdida de peso e intoxicación crónica si la administración se lleva a cabo
durante un largo periodo de tiempo. La administración de 40 ig/g o más, incrementa
significativamente la mortalidad en pollos, mientras que la administración de 1000 i’g/g
de plata o cobre en el forraje, previene la mortalidad a estos niveles de selenio.
Concentraciones de 6 a 9 ~.¡gfLen aguas de bebida, llegan a producir incluso la muerte
en animales [iRaptisy col., 1983].
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Interacción con el medio
Existe una estrecha relación entre el carácter tóxico o esencial del selenio y el
pH del medio en que se encuentra. Un pH neutro facilita la formación de complejos
entre los compuestos de selenio y los ligandos orgánicos presentes en el medio natural,
influyendo directamente sobre la biodisponibilidad del elemento. Muchas plantas y
algas transforman el selenio inorgánico en formas volátiles como metil y dimetil
seleniuros, considerándose esto como un mecanismo de detoxificación por parte de las
plantas. El incremento en la acidez del suelo reduce su capacidad de biotransformación,
dando lugar a vegetales seleníferos [Newlan,1982; Aro y col., 1995].
El selenio presenta un efecto antagónico sobre la toxicidad proporcionada por
otros metales como el mercurio, cadmio, arsénico, plata, plomo, platino y cobre, sin
embargo otros metales como cinc y teluro pueden interferir en su absorción y acción
metabólica [Fishbein,1991; Kobayashi, 1992]. De igual manera, la administración de
plata o cobre previene la modalidad a elevados niveles de selenio [Raptisy col., 1983];
también el arsénico inorgánico modifica la toxicidad debida a selenio, se cree que la
formación de complejos entre ambos facilita la excreción reduciendo los niveles de
selenio en el cuerpo [Frost,1972].
La composición de los alimentos juega un papel importante. Por ejemplo, el
selenio presente en alimentos ricos en proteínas es menos tóxico que en alimentos ricos
en carbohidratos. Esto apunta a una asimilación del selenio en proteínas [Raptis y cal.,
1983].
1.3.2. Función biológica
El hecho que la deficiencia de selenio afecte a varios tipos de tejidos en
diferentes vías, sugiere la existencia de compuestos de selenio biológicamente activos.
El selenio está presente en organismos mamíferos formando parte de una gran
variedad de proteínas. Las selenoproteinas que han sido caracterizadas y conocidas por
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su función incluyen: iodatironina deiodinasa y glutadiona peroxidasa. La actividad
enzimática de ambas depende de la presencia de selenocisteina [Behne y col., 1995].
La selenoenzima iodotiranina deiodinasa cataliza la desiodonización de la
tiroxina a triiodotironina, ésta última, necesaria para el conecto metabolismo de la
hormona tiroidea, ha sido detectada también en hígado y riñones. Respecto a la
glutadiona peroxidasa, existen cuatro formas conocidas: celular o clásica (presente en
hígado y en eritrocitos), plasmática, gastrointestinal e hidroperóxidafosfolipídica, ésta
última es la más conocida por su función catalítica en la reducción de ciertos peróxidos
producidos en el cuerpo [Behney col., 1995; Thomson, 1998; Behne y col, 1998].
Los datos reflejados en la Tabla 4 indican las fracciones del contenido total de
selenio encontradas en diferentes órganos de ratas, así como el porcentaje identificado
como glutadiona peroxidasa (GSH-Px) en cada uno de los órganos. Por ejemplo,
mientras que la mayor fracción de selenio total se encuentra en los músculos, sólo un
5% de ésta se ha identificado como GSH-Px. Esta parece indicar que existen muchas
otras formas de selenio presentes en el organismo, la mayoría de ellos con localización
y función biológica desconocida.
Tabla 4. Relación cuantitativa entre la cantidad de selenio encontrada en órganos en
ratas y la fracción presente como glutadiona peroxidasa [Janghorbani y col., 1989].
Otras selenoproteinas han sido identificadas, sin embargo sus funciones
biológicas son aun desconocidas; por ejemplo la selenaproteina P, que puede presentar
varias formas, esté presente mayoritariamente en el plasma sanguíneo y se cree que
órgano % Se total % Se (GSH-Px)
Músculo 39.8 5.0
Hígado 31.7 63.0
Células Rojas 7.9 82.0
Bazo 1.0 41.0
Otros 19.6 --
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posee una función protectora frente a la presencia de radicales libres o moléculas
reactivas en el plasma; la selenoproteina W, encontrada en músculos; la selenoproteina
prostática, la cual se cree tiene gran incidencia en el cáncer prostático; la selenoproteina
testicular, encontrada sólo en testículos y espermatozoides. Los mecanismos
reguladores pueden ser responsables de la incorporación preferente de selenio a ciertas
proteínas [Bebey col., 1995; Persson-Moschos y col., 1995; Thomson, 1998].
El aminoácido selenocisteina está presente en la mayoría de las selenoproteinas
mencionadas, éste compuesto es similar a la cisteina aunque posee algunas diferencias,
sobre todo en cuanto a sus propiedades químicas. Por ejemplo en la SeCys el grupo
selenol (-SeH), posee un pKa más bajo (5.2) respecto al del grupo tiol (>8), esto hace
que esté presente en forma disociada (aniónica) a p11 fisiológico [Shibatay col., 1992].
La selenometionina es otro seleno-aminoácido, similar a su homólogo de azufre
la metianina, pudiendo ser incorporada a las proteínas en lugar de ésta última. Se ha
detectado en plantas y tejidos animales. Puede ser sintetizado a partir de selenio
inorgánico, aunque sólo por las plantas y los animales rumiantes [Dauchyy col., 1994;
Behne y col., 1998].
Los mamíferos excretan el selenio adquirido por alimentos a través de la arma
(como TMS&) o de las heces (como seleniuros metálicos y selenio elemental), y de
forma despreciable a través del sudor o la expiración de aire (como DMSe). Se ha
comprobado que el exceso de selenio suministrado a ratas de laboratorio, en forma de
selenometionina y otros seleno-aminoácidos, se metaboliza a trimetilselenonio y se
elimina por la arma [Fostery col., 1986].
En todas las formas mencionadas, el selenio se encuentra en el organismo
humano a nivel de trazas. El residuo encontrado de selenocisteina en la mayoría de las
selenoproteinas es del orden de un átomo de selenio por molécula de proteína [Bebe y
col., 1995]. Como datos de interés, se ha recogido en la Tabla 5 las concentraciones de
selenio total encontradas en diversos tejidos y fluidos biológicos.
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Tabla 5. Concentraciones de selenio total
humanos [Fishbein, 1991; Raptis
encontradas en tejidos y fluidos biológicas
y col., 1984; Caroli y col., 1994].
Tejido Se ft±g/g) Fluido Se (i.tg/L)
riñón 0.77-1.09 arma 2-160
hígado 0.39-2.06 leche 10-62
corazón 0.38 suero 30-105
músculos 0.36 sangre 80-140
piel 0.27
pulmón 0.19
pelo 0.002-0.06
Riodisponihifidad delselenio
La biadisponibilidad de un elemento depende de varios factores como son: la
forma química que presente el elemento, el transporte a través de la circulación
sanguínea, su pasible absorción a través de las células y la transformación del elemento
en una forma bioquimicamente activa. Varios estudios indican que los compuestas de
selenio son metabolizados mediante dos vías principales: reducción seguida de
metilación o incorporación directa a las proteínas [Glover y col., 1979].
Los aspectos conocidas del metabolismo del selenio en mamíferos se
representan en la Figura 5. Probablemente, el selenio accede al sistema biológico a
través de muchas de sus formas químicas. Estas especies son liberadas durante el curso
de la digestión y absorbidas, aunque el proceso no es del todo conocido. Las especies
absorbidas del selenio pueden ser metabolizadas en el hígado y posteriormente
transportadas a través del plasma a otros órganos. Una vez dentro de la célula, el selenio
puede ser metabalizado a selenocisteina u otros seleno-aininoácidos.
En el ser humano, el selenio se transporta fundamentalmente a través del tacto
intestinal, sangre e hígado. Los procesos de transformación y distribución, dependen de
la presencia y ausencia de promotores e inhibidores tales como ácido ascórbico,
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azúcares, proteínas, fibra y tipa de proceso alimenticio, así como la ingestión de ciertas
drogas [Kobayashi, 1992]. El seleniuro (ionizado como HSe a p11 fisiológico) se
considera un compuesto intermedio en la síntesis de selenocisteina en proteínas así
como en la síntesis de productos de detoxíficación [Sunde, 1984; Hsich y Ganther,
1975].
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Figura 5. Aspectos conocidos del metabolismo del selenio en mamíferos
(Janghorbani y col., 1989].
Selenito DIETASe le fl OProteinas]
Selen¡ato
SISTEMA
DIGESTIVO
HíGADO
CÉLULAS
SISTEMA
EXCRETOR
28
Introducción
2. LA TÉCNICA DE ESPECTROMETRL4 DE MASAS CON PLASMA DE
ACOPLAMIENTO INDUCTIVO
El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) fue en un principio empleado como
fuente de excitación para la espectrometria de emisión atómica (AES), otorgando a la
técnica un gran potencial en el análisis multielemental, muy utilizado para muestras en
disolución. Desde la pasada década esta potente fuente de iones se ha acoplado a otros
detectores, produciéndose un gran auge en el desarrollo de instrumentos con
acoplamiento a detectores de masas [Horlick y col., 1992a]. Los avances en las
investigaciones realizadas con la técnica de espectrometría de masas con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS) se han producido de forma muy rápida, desde que
comenzaron a comercializarse los primeros instrumentos en 1983. El rápido desarrollo
de la técnica se debe a que ofrece importantes ventajas frente a otras técnicas de análisis
elemental:
> Los bajos límites de detección que proporciona la técnica, en el intervalo de 1 a
100 ngl para la mayoría de los elementos de la Tabla Periódica [Horlick y col.,
1992a; Jarvis y col., 1992a].
> El carácter multielemental que proporciona información semicuantitativa sobre
los componentes mayoritarias, minoritarios y elementos traza.
> La fácil interpretación de los espectros de masas debido a su sencillez, con
menos de 211 líneas para todo el espectro de masas.
> La capacidad isotópica de la técnica que permite el cálculo de relaciones
isotópicas, tanto naturales como modificadas por dilución isotópica, con
precisiones del orden del 0.1% [Esteban, 1993b].
> La gran versatilidad, debido a la amplia gama de sistemas de introducción de
muestra disponibles, permitiendo el análisis de muestras en sus tres estados de
agregación.
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La técnica de ICP-MS no se encuentra exenta de problemas, sobre todo en lo que
respecta a las interferencias espectrales y de matriz, que pueden afectar a la señal del
analito.
2.1. INSTAUMENTA ClON
La Figura 6 muestra el diagrama esquemático de uno de los instrumentas de
ICP-MS utilizados en el desarrolla de este trabajo [VG PlasmaQuad3, Thermo
Instruments]. En cualquier modelo de ICP-MS, la instrumentación puede dividirse en
tres partes generales: el ICP (incluyendo el sistema de introducción de muestra), el
espectrómetro de masas y la interfase que une ambas secciones.
A continuación, se realiza una breve exposición de los componentes
instrumentales de la técnica, con especial atención a los utilizados para el desarrolla
experimental de este trabajo.
2.1.1. El ICP cuino fuente de iones
El plasma de acoplamiento inductivo se consigue sometiendo a un flujo de un
gas, generalmente argón, a la acción de un campo magnético oscilante producido por
una bobina de inducción, la cual es alimentada por un generador de radiofrecuencia. La
aparición de abundantes iones y electrones acelerados en trayectorias anulares, debido a
la alternancia del campo magnético, produce una liberación de energía por efecto Joule,
que permite alcanzar temperaturas de hasta 8000 K en las zonas de máxima corriente
circular. De este modo, se consigue una geometría toroidal del plasma confmado en el
campo magnético, el cual adquiere una apariencia de llama, debido a la elevada
radiación luminosa que se produce [Esteban, 1993b].
El plasma se confma en la antorcha, la cual consiste en un sistema de tres tubos
concéntricos, generalmente de cuarzo, abiertos por un extremo a la presión atmosférica.
La antorcha más comúnmente empleada es la de Fassel, con 18, 13 y 1.5 mm de
diámetro interno para cada uno de los tres tubos concéntricos respectivamente, la
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longitud del tubo exterior es de 130 mm, mientras que los dos tubos situados en el
interior poseen una longitud menor (alrededor de 100 mm). A través de cada región
anular, formada por los tubos de cuarzo, se hace pasar un caudal de argón can una
acción específica. A través del tubo exterior, se transparta el argán en régimen de flujo
turbulento destinado a sustentar el plasma. Este flujo de argán tiene además la finalidad
de enfriar y por lo tanto proteger a todo el sistema y se denomina gas de enfriamiento,
siendo necesario el empleo de caudales de gas entre 10 y 15 L/min. La sección anular
intermedia, transporta un caudal de argón entre O y 1.5 L/min llamado gas auxiliar,
cuya función es mantener el plasma caliente (entre 8000 y 10000 K). A través del tubo
interior se introduce la muestra en el plasmajunto con una corriente de gas denominada
gas inyector o bien gas de nebulización, que es del arden de 1 L/min [Horlick y col.,
1992a; Jarvis y col., 1992a].
Los electrones son los principales responsables de la formación del plasma, para
lo que se les aporta energía mediante la fuente de radiofrecuencia, que opera
generalmente a 27 MHz, proporcionando niveles de potencia de 1.0 a 2.0 kW [Jarvis y
col., 1992a].
La entrada de la muestra en el plasma debe realizarse en forma de gas, vapor o
aerosol, conteniendo gotas o partículas sólidas muy pequeñas, entre 8 y 10 ¡im de
diámetro. El método de introducción de muestra más comúnmente utilizado es la
nebulización neumática. El sistema incluye, además del nebulizador, una cámara de
expansión a de spray, situada entre el nebulizador y la antorcha, cuya función es la de
evitar que las gotas de mayor tamaño producidas en el aerosol lleguen alplasma.
Principalmente se emplean tres tipos de nebulizadores neumáticos en ICP-MS: de
flujo concéntrico, de flujo cruzado y de Babington.
El nebulizadar de flujo concéntrico o de Meinhard se emplea en la nebulización de
disoluciones can bajos contenidos salinos, debido a la posible obturación del capilar
central por el que fluye la solución, cuyo diámetro es del orden de 300 pm. Se caracteriza
por los bajos caudales de gas de nebulización que requiere frente a otros nebulizadores
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neumáticos, entre 0.75 y 1.00 L/min, con el consiguiente aumento del tiempo de residencia
del analito en el plasma junto con la menor dilución del aerosol de la muestra, lo que se
traduce en una mejor sensibilidad. El sistema es autoalimentable con un caudal de
aspiración de la solución de 0.6 mL/mm, sin embargo, la entrada de muestra al nebulizador
suele realizarse con laayuda de una bomba peristáltica, la cual permite variar dicho caudal,
reducir la entrada de aire al sistema y minimizar los problemas derivados de las diferencias
en la viscosidad entre muestras. Frente a las ventajas del nebulizador concéntrico, el resto
de nebulizadores neumáticas presentan una mayor tolerancia al contenida salino de las
disoluciones, llegando incluso a admitir suspensiones de sólidos en líquidos (slurries) can
el modelo Babington.
El tipo de cámara de spray más utilizada en ICP-MS es la de doble paso o de Scott,
que consta de una pared cilíndrica para limitar el paso hacia el plasma. El sistema se halla
envuelto par una camisa por la que se hace circular una corriente de agua de refrigeración.
Si la cámara de spray trabaja a temperaturas por encima de 25 0C, la muestra puede llegar
al plasma en forma de vapor, no de aerosol, esto induce a la producción de un mayor nivel
de interferencias poliatómicas, formación de óxidos refractarios e iones con doble carga.
Se recomienda mantener la temperatura de la cámara refrigerada entre 8-12 0C [Horlick y
col., 1992a; Jarvis y col., 1992a].
Los nebulizadores neumáticos producen aerosoles con una gran dispersión en
cuanto al tamaño de las gotas, superando incluso las 100 I.nn. Las gotas de tamaño superior
a 10 ~un se condensan en la cámara de expansión, proporcionando una eficiencia al
proceso del 1 al 2%, siendo la mayor parte de la muestra desechada.
2.1.2. Extracción y óptica de enfoque de los iones producidos en el plasnia
La extracción del los iones procedentes del plasma hacia el espectrómetro de
masas se realiza a través de la interfase de unión entre ambos sistemas (ICP y MS). La
interfase esta formada por un sistema de dos conos. El primera, llamado cono de
muestreo, posee un orificio de 1.0 mm de diámetro. El segundo, llamado skimmer, tiene
un orificio con un diámetro inferior, 0.7 mm. La región de los conos se encuentra a una
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presión de aproximadamente 2 mbar, lo que permite la extracción de los iones
producidos en el plasmay constituye una fase intermedia entre la región del ICP, que se
encuentra a presión atmosférica, y el alto vacío del espectrómetro de masas. Los dos
conos están fabricados con una aleación especial de níquel, y se encuentran sobre un
soporte refrigerado por un circuito de agua. La pequeña vaporización del metal
procedente de los conos produce un ligero incremento en la señal de fondo a las
relaciones m/z correspondientes, y aunque debe ser considerado no suele afectar
prácticamente al análisis.
A continuación del sistema de conos se encuentra la zona de extracción y
enfoque iónica, constituida por una serie de lentes electrostáticas. El voltaje negativo
aplicado sobre el electrodo colectar (primera lente tras el skimmer), extrae sólo los
iones positivos desde la interfase al sistema de lentes, donde son focalizados hacia el
analizador de masas. Las partículas negativas junto can moléculas y átomos neutras,
seran extraídas por la bomba rotatoria que opera en la interfase. El conjunto de lentes
generalmente incluye una banera fotónica, colocada en el eje central para evitar de este
modo la llegada de fotones al detector.
2.1.3. Analizador de masas
La mayoría de los instrumentos poseen un espectrómetro de masas cuadrupolar,
el cual actúa como un filtro de masas, permitiendo el paso de iones con unas
determinadas relaciones masa/carga. El cuadrupolo está formada por cuatro barras de
molibdeno de sección cilíndrica, de 12 mm de diámetro y 230 mm de longitud, que se
encuentran alineadas paralelamente entre sí y equidistantes frente al eje central. La
aplicación a cada pareja de barras apuestas, de voltajes de corriente continua y de
radiofrecuencia, provoca la conducción de las iones con determinada relación mlz hacia
el detector, a través de trayectorias oscilantes estables. Variando convenientemente
estos voltajes se puede realizar el enfoque sucesivo de las diferentes masas, obteniendo
así el espectro correspondiente con una resolución de 1 u.m.a. Para que el proceso se
produzca de forma eficaz debe realizarse en un ambiente de alto vacio, a una presión del
orden de IO~~ mbar, para lo que se emplea una bomba turbomolecular.
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Algunos ICP-MS emplean analizadores de sector magnético debido a que
proporcionan una mejor resolución, lo que permite diferenciar la señal del analito de
otras procedentes de interferencias espectrales can la misma masa nominal.
Existen varios tipos de detectores empleados en ICP-MS, entre los más
utilizados se encuentran: la copa de Faraday, el detector Channeltron y el multiplicador
de electrones secundarios de dínodos discretos. Este último ha sido el detector
disponible en los instrumentos utilizados para el desarrollo de este trabajo y se ha
representado en la Figura 7.
Figura 7. Multiplicador de electrones secundarios de dinodos discretas (Manual VG
PlasmaQuad 3).
La base de su funcionamiento es la siguiente: el ion que sale del analizador es
acelerado a varios miles de electronvaltios antes de llegar a chocar con el primer dínodo
del detector, estas colisiones provocan la emisión de un elevado número de electrones,
los cuates inciden sobre el ¿modo situado a continuación. El proceso de multiplicación
se repite sobre el resto de los dínodos, produciéndose una amplificación de la señal en
6 8
un factor de entre 10 y 10 . La nube de electrones resultante puede ser cuantificada a
través del contaje de pulsos o bien de forma analógica [Esteban, 1993a11.
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Si el número de iones que llegan al detector es demasiado elevado, se pueden
producir daños en los dínodos reduciendo así el tiempo de vida del detector. En el
multiplicador de electrones utilizada con el ICP-MS VG PQ3, además del contaje de
pulsos, es posible realizar la detección en modo analógico, realizando la medida de la
comente electrónica a medio camino a lo largo de la longitud del detector, reduciendo
así la amplificación de la señal.
2.2. INTERFERENCIAS ENICP-MS
La técnica de ICP-MS no está exenta de interferencias, éstas pueden clasificarse
en das categorías: espectrales y no espectrales.
2.2.1. Interferencias Espectrales
Las interferencias espectrales, son el resultado de la incapacidad del
espectrómetro de masas para separar dos iones con relación m/z similar y por ella
dependen del poder de resolución del instrumento.
Este tipo de interferencias pueden proceder de iones de otros elementos
(interferencias isobáricas), especies poliatómicas, óxidos e hidróxidos de otros
elementos y por presencia de iones doblemente cargados, todos con relación m/z
próxima al analito. Las interferencias espectrales han sido caracterizadas y
documentadas desde los primeros estudios [Jarvis y col., 1992b].
ínter/erencias isobáricas
Las interferencias isobáricas aparecen cuando das elementos tienen un isótopo
con la misma masa o cuya diferencia no puede ser discriminada por el cuadrupola.
Algunos isótopos del selenio se ven afectados por interferencias de este tipo,
debido a la presencia de germanio y ¡criptón. En la Tabla 6 se presentan los isótopos
afectados y las interferencias con sus abundancias relativas.
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En el caso de la interferencia producida por presencia de germanio, los isótopos
de selenio afectados son de muy baja abundancia y por lo tanto de poco interés
analítico. La interferencia debida a kriptón afecta sobre todo al isótopo 82Se, uno de los
más utilizados en la determinación analítica de este elemento por ICP-MS. El kriptón se
encuentra presente como impureza en el gas argón comercial, necesario para el
funcionamiento del equipo. Esto proporciona una ligera señal de fondo para los isótopos
de selenio mencionados, que aparece en la misma magnitud tanto en patrones como en
muestras.
Tabla 6. Interferencias isobáricas debidas a la presencia de iones de Ge y Kr en la
determinación de selenio par ICP-MS.
Las interferencias isobáricas pueden corregirse a través del empleo de fórmulas
matemáticas. Así por ejemplo, en el caso del análisis de selenio en muestras que
contengan germanio, la señal obtenida a la relación m/z=16 sería la suma de las
respuestas obtenidas para ambos elementos. La contribución por solapamiento de 76Ge
puede cuantificarse a través de la señal obtenida para uno de sus isótopos libre de
interferencias (por ejemplo: 72Ge) multiplicada por un factor que corresponde a la
relación entre las abundancias naturales de ambos isótopos, como se indica en la
ecuación (1).
(ecuación 1)
Isótopo/Abundancia(%) Interferenc¡a/Abundanc¡a(%)
‘4Se/O.87 740e136.56
765e/9.02 76Ge/7.77
785e/23.52 78Kr¡035
80Se/49.82 80Kr/227
82Se/919 82Kr,’í 1.56
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Este tipo de fórmulas pueden incluirse en el software que utiliza el equipo de
ICP-MS, de modo que los resultados obtenidos en el análisis sean corregidos por el
propio programa.
Especies poliatómicas
Estas interferencias son el resultado de la combinación entre dos o más especies
atómicas. Los constituyentes dominantes en la formación de estos iones moleculares
son argón, oxigeno, hidrógeno, nitrógeno y carbono, que predominan en el plasma y se
combinan entre ellos o con otros elementos presentes en la matriz.
En la Tabla 7 se indican las distintas especies moleculares que interfieren sobre
los isótopos de selenio, en función del medio de la disolución. Sobre la tabla se observa
que las interferencias debidas a la presencia de un 5% de HNO3 son las mismas que en
medio agua Milli-Q, mientras que el empleo de otros medias ácidos como H2504, HCI
o HBr induce a la formación de iones moleculares adicionales.
Tabla 7. Interferencias espectrales en la determinación de selenio por ICP-MS, debidas
a la formación de especies poliatómicas en función del medio [Horlick y col., 1992b].
Isótopo
Interferencias
H20 ó 5% lINO3 5% HCI 5% H2S04 5% HIBr
745e
76Se
“Se
785e
80Se
82Se
36Ar38Ar 3’c137c1 40Ar34S
40Ar36Ar
36Ar40ArH 40Ar37CI
40Ar38M
40A~J~40Ar
Ar
2 H2 3451603
t1Br’H
La detenninación de selenio por ICP-MS se ve considerablemente afectada por
la presencia de iones moleculares, especialmente constituidos por argón. La abundancia
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relativa de estas especies es dificil de calcular, sin embargo es posible estimar su
contribución, a partir de las abundancias relativas de los isótopos implicados en la
formación de la molécula. Por otro lado, la formación de dímeros está más favorecida
que la formación de especies con tres o más átomos. Por lo tanta, considerando que la
abundancia del isótopo #Ar es del 99.6%, resulta imposible trabajar con el isótopo de
mayor abundancia del selenio, el 805e (49.82%), cuando la ionización se produce en un
plasma de argón. Sin embargo, los isótopos 36 y 38 del argán, se presentan tan sólo en
un 0.34 y 0.06% respectivamente, por lo que las interferencias de los dímeros
correspondientes son considerablemente menores.
Varios trabajos se han dedicado al estudio de interferencias poliatómicas sobre la
señal de selenio. Algunos autores proponen la adición de otros gases al argón, como
oxígeno o nitrógeno [Lani y col., 1990], metano [Hill y col., 1992a], hidrógeno
[Beauchemin y col., 1991] y xenón [Smith y col., 1991], con el fin de reducir la
formación de especies poliatómicas de argón. La reducción de la lectura del fondo se
atribuye a la formación de otras especies poliatómicas (Ar-N, Ar-O, Ar-H) que no
producen interferencia sobre la señal de selenio, dando lugar a una mejora en la
sensibilidad para la determinación de este elemento. En algunos casos, se ha postulado
que la adición de estos gases (N
2, CH4, H2) también influye en la ionización del selenio.
Otros investigadores reducen estas interferencias por adición de compuestos orgánicos a
la muestra, así Llorente y colaboradores en 1997, reducen la formación de la especie
40Ar37C1 por adición de un 4% de glicerol o ácidos láctico, mejorando así la relación
señal/ruido parael isótopo “Se.
Óxidos refractarios
La presencia de óxidos puede proceder de la disociación incompleta de la matriz
o bien de la recombinación posterior en el plasma. La mayaría de los analitos y
elementos de la matriz forman óxidos en alguna extensión [Horlick y col., 1992b], sin
embargo este tipo de interferencia es más importante en el caso de formación de óxidos
refractarios, como los procedentes de las tierras raras.
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Generalmente, el nivel de formación de óxidos no excede el 1.5% para la
mayoría de los elementos [Jarvis y col., 1992b]. Sobre este efecto hay que considerar la
influencia de parámetros instrumentales como son: la presión de gas de nebulización, el
caudal de entrada de muestra, la potencia de radiofrecuencia aplicada, el espacio entre
los conos muestreador y skinimer, el orificio del cono muestreador, la composición de
los gases del plasma, el proceso de formación del aerosol y la eficiencia en la
eliminación de gas oxígeno y de disolvente [Horlick y col., 1992b; Jarvis y col., 1992b].
En el caso panicular de análisis de selenio, éste no se ve interferido por presencia de
óxidos refractarios.
lones doblemente cargados
La formación de especies M2~ en el plasma, se produce para elementos con un
segundo potencial de ionización bajo, inferior al primer potencial de ionización del
argón (15.759 eV). Este es el caso de alcalinotérreos como Ba y Sr, elementos de
transición como Sc y Ti y tierras raras [Jarvis y col., 1992b]. El selenio no se ve
afectado por este tipo de interferencias.
2.2.2. Interferencias no Espectrales
Las interferencias no espectrales están caracterizadas por el aumento o
disminución de la señal de analito debido a factores externos que influyen sobre el
transporte de la muestra, la ionización en el plasma y la extracción de iones. La matriz
de la muestra tiene una influencia directa sobre la importancia de estos efectos.
La influencia de la matriz sobre el transporte y la ionización de la muestra han
sido ampliamente estudiados en ICP-AES. Sin embargo los efectos de reducción o
aumento de la señal analítica, causados por la elevada concentración de elementos
concomitantes en la matriz, tienden a ser más severos en ICP-MS, probablemente
debido a la influencia predominante que tiene la extracción de iones y su focalización en
el espectrómetro de masas sobre el transporte de la muestra e ionización del analito en
el plasma [Evans y col., 1993].
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La investigación realizada acerca de la influencia de los elementos presentes en
la matriz sobre la señal analítica en ICP-MS, ha generado resultados dispares y
conflictivos. Así los diferentes trabajos publicados en este campo muestran desde
aumento hasta reducción de la señal, e incluso ausencia de efecto interferente. Por
ejemplo, Gray y Date en 1983, observaron un decrecimiento del 10% de la señal de Bi y
Co con nebulización continua, debido a la presencia de 1000 mg/L de sodio en la
matriz. Douglas y colaboradores en 1983, comprobaron la ausencia de interferencia por
presencia de 1000 mgl de fosfato o aluminio, en la determinación de calcio.
Beauchemin y colaboradores en 1987, observaron aumento en la señal de varios analitos
por presencia de Na, K, Cs, Mg y Ca, reducción por presencia de B, Al y V y ningún
efecto por presencia de Li.
Algunos estudios establecen que las condiciones instrumentales tienen gran
influencia sobre la severidad de estos efectos matriz. Tan y Horlick en 1987, estudiaron
los efectos matriz producidos por elementos como Na, Zn, Cs, K, Rh, In, Cd, Sn y Sb
sobre la señal analítica de un amplio número de elementos con diferentes relaciones m/z
y diferente valor del primer potencial de ionización. Los autores observaron variaciones
del efecto interferente en función de la presión de gas de nebulización, encontrando
reducción y aumento de la señal analítica para valores bajos y altos respectivamente. En
otros estudios similares, se han observado sólo efectos de reducción [Gregoire, 1987].
En general, dentro de los parámetros instrumentales propios de la técnica de ICP-MS, la
presión de gas de nebulización y la potencia de radiofrecuencia aplicada parecen tener
una marcada influencia sobre el efecto interferente [Gregoire, 1987, Wang y col., 1990].
Se han propuesto varias teorías con el fin de explicar la influencia de los
elementos de la matriz sobre la señal analftica en ICP-MS, las más comunes incluyen:
1. Contribución al aumento de la densidad electrónica del plasme por presencia de
elementos de fácil ionización.
Según esta teoría, la presencia de elevadas concentraciones de elementos de fácil
ionización en la matriz, provoca un gran exceso de electrones e iones positivos en el
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plasma. Este hecho produce un desplazamiento del equilibrio de ionización del analito
hacia la formación de átomos, reduciéndose su porcentaje de ionización y por lo tanto la
señal analítica [Olivares y col., 1986]. Heitkemper y Caruso en 1990, postularon que la
contmua introducción de elevadas concentraciones de sodio, modificaba la capacidad de
ionización del plasma para otros elementos, sin embargo algunos autores desechan esta
teoría basándose en que la contribución electrónica de estos elementos concomitantes es
despreciable, en comparación con el exceso de electrones procedentes del argón y de la
nebulización de moléculas de agua en el plasma.
Algunos estudios realizados sobre la composición del plasma han mostrado que
para una temperatura de ionización de 7500 K, donde el grado de ionización del Ar es
del 0.1% según la ecuación de Saha [Jarvis y col., 1992a], la población de iones Ar~
(nAr+) es igual a la densidad electrónica (n0), que en un plasma seco alcanza un valor de
lxlO’
5 partículas/cm3. La presencia de vapor de agua en el plasma contribuye de forma
significativa a la densidad electrónica (en 3x10’4 partículas/cm3), pero la presencia de
5000 mgl de un elemento totalmente ionizado en la matriz contribuye tan sólo en
SxlO’3 partículas/cm3, no afectando considerablemente al equilibrio iónica [Gilíson y
colaboradores en 1988; Jarvis y col., 1992a]. Sin embargo, Holclajtner-Antunovic y
Tripkovic en 1993, estudiaron el efecto de elementos fácilmente ionizables (Li y Ba) y
no fácilmente ionizables (Zn) sobre la distribución de temperaturas en el plasma de
argón. Los autores concluyen que existe una contribución electrónica, por parte de los
elementos concomitantes, en regiones del plasma donde la temperatura es inferior a
7000 K, mientras que en las regiones de temperatura superiores (7000-9000 K), la
contribución electrónica es exclusivamente debida a la ionización del Ar y del agua
presente en el plasma.
2. Cambios en la eficiencia de nebulización y transporte del analito al plasme debido
a una elevada concentración en sólidos disueltos.
En los primeras trabajos desarrollados en ICP-MS ya se estableció su
intolerancia a la introducción de cantidades significativas de sólidos disueltos. Olivares
y Houk en 1986, proponen que la introducción de disoluciones con elevada
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concentración salina produce pérdidas en el transporte del analito al plasma, debido a
que las partículas de aerosol tienden a condensar en el sistema de desolvatación.
Diversos factores influyen en la nebulización y transporte de la muestra: La
distribución del tamaño de gota que depende del diseño del nebulizador, la presión del
gas de nebulización, la viscosidad del gas y la tensión superficial del disolvente. La
proporción de gotas que condensan y por lo tanto son desechadas en la cámara de
expansión, depende de la densidad y presión de vapor de la disolución [Evans y col.,
1993].
Las caracteristicas de la muestra influyen en la eficiencia de transporte al
plasma, pero el nivel de interferencia en ICP-MS es más severo que en ICP-AES, donde
el proceso de nebulización y transporte al plasma es el mismo [Lepa y col., 1991]. En
ICP-MS la introducción de disoluciones con un contenido en sólidos disueltos totales
(TDS) próxima a 2000 mg/L, puede producir la obturación de los orificios de los conos
al cabo del tiempo. La reducción en la señal se produce por una modificación en el
proceso de extracción de iones, como resultado de la reducción del diámetro del orificio
de entrada del haz iónico al espectrómetro de masas [Jarvis y col., 1992b].
3. Efectos espacio-carga en el haz de iones.
Según esta teoría, el origen de la interferencia se debe a la pérdida de iones en el
haz iónico. Al focalizar sólo las especies cargadas positivamente se producen
repulsiones electrostáticas con un ensanchamiento del haz iónico. Los iones
relativamente pesados, los cuales poseen mayor energía transíacional, mantienen su
trayectoria desplazando a las iones más ligeros hacia las zonas externas del haz,
resultando desviados de su trayectoria y en consecuencia no llegando al detector, este
tipo de interferencia se conoce como interferencia dependiente de la masa [Tan y col.,
1987; Gilíson y col., 1988; Crain y col., 1988; Chambers y col., 1991a; Chambers y
col., 1991b; Ross y col., 1991; Hieftje, 1992; García Alonso y col., 1995]. Se ha
postulado que este efecto es particularmente crítico en la región de expansión entre los
conos, en especial dentro del “skimner” donde el haz iónico tiene un limitado espacio
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[Gilíson y col., 1988; Crain y col., 1988], posteriores estudios reflejan mayores
repulsiones electrostáticas en la zona de focalización de iones, debido a un aumento en
la proporción de iones positivos del rayo jónico [Chambers y col., 1991b;
Hieftje, 1992].
A la vista de los estudios realizados sobre interferencias no espectrales en ICP-
MS, Evans y Giglio en 1993, obtienen las siguientes conclusiones:
./ Los elementos matriz más pesados y con bajos potenciales de ionización
causan, los efectos más severos.
.1 Los analitos más ligeros con potenciales de ionización elevados se ven más
seriamente afectados por interferencias de matriz.
./ Las condiciones instrumentales tienen una fuerte influencia sobre la
magnitud de los efectos.
/ Los efectos matriz dependen de la cantidad absoluta de elemento matriz.
En cuanto a las teorías propuestas, ya que el efecto interferente puede depender
de las condiciones instrumentales, es posible que varios mecanismos diferentes sean
responsables, y que cada uno de estos mecanismos pueda dominar sólo bajo
determinadas condiciones experimentales, lo que podría explicar las discrepancias
bibliográficas.
Existen varios métodos para evitar o minimizar los efectos debidos a
interferencias no espectrales:
<• El empleo de patrón interno ha mostrado su efectividad para compensar las
variaciones de la señal analítica debido a la matriz, sin embargo su elección
es difícil, ya que además de los requerimientos habituales como son la
necesidad de que no esté presente en las muestras, no sufrir interferencias
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espectrales y presentar una abundancia natural elevada, se requiere que el
elemento elegido tenga una masa y un primer potencial de ionización similar
al del analito [Thampson y col., 1987; Vandecasteele y col., 19931.
O La calibración a través de métodos de dilución isotópica, obteniendo la
concentración de analito en la muestra por comparación entre las señales
analíticas obtenidas para la relación isotópica natural y para la muestra
enriquecida en un isótopo. El método proporciona una elevada precisión al
análisis, ya que la medida de las muestras y patrones se realiza de forma
simultánea y bajo la misma matriz, sin embargo requiere la disponibilidad de
dos isótopos no afectados por interferencias espectrales [Dams y col., 1995].
O La realización de procesos de separación (precipitación, extracción con
disolventes o en fase sólida), para separar la matriz del analito [McLaren y
col., 19931.
O La técnica de inyección en flujo permite la introducción de muestra con un
elevado contenido salino en el ICP-MS, protegiendo la instrumentación y
garantizando bajos límites de detección. Algunos trabajos proponen el
empleo de la inyección en flujo con el fin de minimizar las interferencias de
matriz [Vickers y col., 1989; Wang y col., 1990; Klinkenberg y col., 1994;
Smichowski y col., 1995].
2.3. ACOPLAMIENTO DE LA CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA
EFICA CiA A LA ESPECTAOMETRÍA DE PLASMA-MASAS
La técnica de ICP-MS es muy adecuada para ser utilizada como detector en
cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), ya que existe una buena compatibilidad
entre los caudales de muestra empleados en ambas técnicas (del orden de 1 mL/min). La
conexión entre la salida de la columna y el sistema de introducción de muestra en el
ICP, generalmente nebulización neumática convencional, es sencilla y se realiza a
través de un tubo de PTFE u otro material plástico inerte. La longitud y el diámetro
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interno de la línea de transferencia deben ser mínimos, empleándose una longitud entre
20 y 50 cm generalmente, para asegurar que el ensanchamiento de los picos
cromatográficos sea mínimo [Hill y col., 1993; Sutton y col., 1997].
En el acoplamiento de ambas técnicas, la mayor limitación surge de la
composición de la fase móvil. La utilización de grandes porcentajes de disolventes
organicos provoca un menor aprovechamiento de la energía de radiofrecuencia,
produciéndose una elevada potencia de rf reflejada que induce a la inestabilidad del
plasma, además de producir depósitos carbonosos en los conos que pueden originar la
obturación de los mismos. Para minimizar estos problemas, algunos autores adicionan
oxígeno al gas de nebulízación evitando así la obturación de los conos, aunque esto no
reduce suficientemente la elevada potencia de rf reflejada que puede sobrepasar los
100 W [Heitkemper y col., 1989; Suyani y col., 1989]. Para solventar este problema, se
puede reducir la cantidad de disolvente orgánico que llega al plasma, a través de
mecanismos de desolvatación del aerosol, bien por reducción de la temperatura de la
cámara de spray [Heitkemper y col., 1989; Sheppard y col., 1990], o bien mediante el
empleo de sistemas de desolvatación que penniten la eliminación de entre el 80 y el
89% del disolvente orgánica [Hill y col., 1992b; Tsakahara y cal., 1990; Weir y col.,
1990; Cairns y col., 1996]. Si se utiliza una fase móvil acuosa o con muy bajas
proporciones de disolvente orgánico, esta limitación no existe, siendo únicamente
necesario el control del contenido salino de la fase móvil, para evitar la obturación de
los conos.
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CAPÍTULO II
REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA
DE MÉTODOS ANALÍTICOS
PARA LA DETERMINACIÓN
DE SELENIO

Revisión Bibliográfica
Puesto que el selenio está presente en el mediaambiente y en materiales
biológicos a niveles traza, su determinación requiere técnicas analíticas de elevada
sensibilidad. No menos importante es el control de etapas previas al análisis, como son:
recogida, pretratamiento y almacenamiento de la muestra, con el fm de evitar errores en
el análisis porpérdidas o contaminación.
El análisis del contenido total de selenio en muestras biológicas y ambientales
implica la completa destrucción de los constituyentes orgánicos de la muestra, a través
de procesos de oxidación, lo que a su vez produce la transformación de las especies de
selenio a su estado de oxidación más alto (+6). Las técnicas analíticas más empleadas en
la determinación de selenio son: espectroscopia de absorción atómica, fluorimetría,
activación neutrónica, espectrometría de emisión atómica, fluorescencia atómica,
cromatografla de gases, espectrometría de masas can plasma de acoplamiento inductivo
(más recientemente) y en menos extensión fluorescencia de rayos-X y polarografia
[Raptis y col., 1983; Fishbein, 1991].
En los últimos años, el interés en la determinación de selenio está siendo
enfocado a la identificación y cuantificación de sus especies químicas, tanto para poder
estimar su toxicidad como para poder explicar procesos biológicos. De este modo el
análisis se complica ampliamente, debiendo tener en cuenta los siguientes aspectos:
~ Elección de procesos de tratamiento de muestra no destructivos, que
permitan la conservación de la forma química original presente en la
muestra.
O Necesidad de disponer de sustancias patrón de estas especies.
O Empleo de métodos de separación.
O Necesidad de técnicas de alta sensibilidad, puesto que si el elemento se
encuentra a niveles traza, sus especies estarán presentes en una fracción de
esta concentración.
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1. MUESTREO Y ALMACENAMIENTO
Varios factores pueden conducir a pérdidas, contaminación o transformación de
especies durante las etapas de toma de muestra y almacenamiento. Las fluentes de error
en la etapa de muestreo pueden ser importantes, debido a las bajas concentraciones
presentes en el medioambiente: de ng/g a j.ig/g en sedimentos y de ngl a ¡.¡g/L en
aguas. Por otro lado, durante el almacenamiento de la muestra se pueden producir
procesos de adsorción, desorción y volatilización, de modo que se altere la
concentración y la forma original del analito.
La toma de muestra para la determinación de alquilseleniuros se ve afectada por
la volatilidad de estos compuestos y por los bajos niveles de concentración en que se
encuentran. Las muestras de aire se extraen normalmente mediante una bomba de vacío,
regulando los caudales con la ayuda de un rotámetro [Dauchy y col., 1994; Muñoz
Olivas y col, 1994]. Los procesos de muestreo más empleados están basados en el
atrapamienta criogénico (TC), de modo que además de evitar pérdidas por
volatilización, pueden emplearse como etapa de preconcentración. El atrapamiento de
muestras gaseosas puede realizarse en disolventes orgánicos (hexano, pentano), sobre
sólidos adsorbentes (carbón activado, lana de vidrio) [Jiang y col., 1987; Oyamada y
col., 1987] a bien empleando fases estacionarias de cromatografia de gases (OV-1 ó
PMPE sobre Chromosorb W) [?Jiangy col., 1982; Cooke y col., 1987; ¿Jiang y col.,
1987]. Posteriormente, las especies de selenio son desorbidas térmicamente [Cooke y
col., 1987] o extraídas del sólido adsorbente con disolventes orgánicos [Oyamaday cal.,
1987]. El proceso de desorción es muy crítico, debido a que los alquilseleniuros
reaccionan, transformándose en diseleniuros en presencia de humedad. Para evitar la
transformación de especies se debe realizar el proceso de desorción a temperaturas
inferiores a ioo 0C o bien incorporar una trampa de agua, que contenga una sustancia
desecante como cloruro cálcico [Jiang y col., 1982].
El almacenamiento adecuado de alquilseleniuros se puede realizar por
congelación con nitrógeno líquido, sin embargo se recomienda su análisis inmediato
[Cutter,1978].
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En ambientes acuosos, es necesario considerar varios factores: proporción de
selenio disuelto y paniculado, forma química de especies orgánicas e inorgánicas,
posibilidad de formación de complejos y capacidad de adsorción sobre partículas
coloidales.
Las pérdidas de analito debidas a procesas de volatilización pueden resolverse
mediante el almacenamiento de la muestra a temperatura baja (-18 a 4 0C). La presencia
de partículas en suspensión puede inducir cambios en la composición, tanto par
procesos de adsorción como por actividad microbiológica, siendo necesaria la filtración
de la muestra. Los problemas debidos a procesos de adsorción sobre el recipiente
empleado en el almacenamiento de la muestra, dependen de factores como pH, fuerza
iónica, material del contenedor y concentración del analito [Muñoz Olivas y col., 1994;
Cobo y col., 1994].
La acidificación de la muestra resulta adecuada en la estabilización del
contenido total de selenio [Cutter,1978], sin embargo, puede inducir la transformación
de especies orgánicas, si bien generalmente las inorgánicas se estabilizan en este medio.
La Agencia de Protección de Medioambiente de las Estados Unidos (1976)
recomienda la acidificación de las muestras con HNO
3 a pH<2, con el fm de preservar
la estabilidad del S~v¡ presente en las aguas naturales. Cheani y Agemian en 1980,
comprueban la estabilidad de selenita y seleniato (1 y 10 pg/L) durante 125 días, en
muestras de agua acidificadas con H2S04 a pHl.5. Robberecht y van Grieken (1980)
recomiendan el empleo de un medio HCl 4N tanto en polietileno como en vidrio pyrex,
aunque otros trabajos muestran un 60% de transformación de Sevi en Sé” en estas
condiciones y tras sólo 7 días de almacenamiento. La adición de ácidos induce la
transformación de especies orgánicas no volátiles, por ejemplo, se ha observado
descomposición de SeMet en medio HCl con transformación en DMDSe [D’Ulivo y
col., 1993].
Cobo y colaboradores en 1994, comprobaron que la presencia de elevadas
concentraciones de Cl~ (2 gIL, añadidos como NaCí) permite la estabilidad de Se”’ >~
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Se1” a niveles de concentración entre 10 y 50 gg/L durante al menos 9 meses, en
recipientes de polietileno mantenidos a 20 oc y sin necesidad de acidificar las muestras.
Existen pocos estudios sobre la estabilidad de especies orgánicas no volátiles de
selenio. Muñoz Olivas y colaboradores en 1998, comprobaron la estabilidad de
disoluciones acuosas de TMSe~, SeCys
2 y SeMet (25 y 150 ¡xg/L) durante 3 meses, en
contenedores de vidrio pyrex mantenidos a 4 y 20
0C. Otros autores han reflejado la
ausencia de pérdidas de selenaurea, a nivel dc 100 xg/L, almacenadas en recipientes de
PTFE a 4 oc y a temperatura ambiente [Campanella y col., 1989]. Sin embargo no se
conoce la estabilidad de estas especies en matrices biológicas.
Para el almacenamiento de muestras sólidas, se recomienda el empleo de
recipientes de polietileno y temperaturas de 4 0c, con el fin de evitar la actividad
microbiológica [Muñoz Olivas y col., 1994]. La muestra debe ser homogeneizada y a
veces desecada. En el proceso de secado se recomiendan temperaturas bajas, del orden
de 40 0c, para no provocar pérdidas de especies volátiles [Cutter, 1985].
2. TRATAMIENTO DE MUESTRA
En el proceso de tratamiento de muestra, se deben evitar posibles errores por
pérdidas de analito en la manipulación, así como por contaminación procedente de los
reactivos y materiales empleados.
2.1. MINERALIZACIÓN
La mineralización es el tratamiento de muestra empleado para la determinación
de selenio total. Durante este proceso las especies orgánicas de selenio se transforman
en especies inorgánicas. Se emplean las digestiones ácidas, la foto-oxidación y en
menor proporción la combustión [Batley, 1986; campanella y col., 1989].
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Digestión con ácidos
Mediante el proceso de digestión se pueden producir pérdidas por volatilización
de selenio, por lo que puede ser adecuado el empleo de reactores a presión a de
condensadores a reflujo.
Algunos compuestos orgánicos de selenio, presentes en muestras biológicas, son
muy resistentes al ataque ácido. Especies como SeMet, SeCys2 y TMSe~, requieren del
empleo de condiciones fuertemente oxidantes, a través de mezclas HNO3-H2S04-HCIO4
y temperaturas elevadas (310
0C) [Welzy col., 1984a]. Chris y Sadana en 1992,
encuentran adecuada esta mezcla en su aplicación a materiales certificados de
sedimentos, hojas de árboles, hígado, langosta y aguas, empleando temperaturas de
200 oc y tiempos de 12 horas. En la mineralización de sedimentos y suelos,
generalmente se emplea 1ff para eliminar la sílice, sin embargo pueden producirse
pérdidas de selenio par formación de SeF
4 y SeF6, por lo que no resulta adecuado
[Fishbein, 1991].
En los últimos años ha adquirido importancia el empleo de microondas coma
sistema de calentamiento, de este modo, se ven reducidos los tiempos y la cantidad de
reactivos necesarios para la digestión. En su aplicación al análisis de selenio en
muestras biológicas, se utiliza sólo HNO3 [LamLeung y col., 1991; Wu y col., 1997] o
bien mezclas como HNO3-H2504-H202 [Yamada y col., 1990] o HNO3-H202 [Friel y
col., 1990; Ducros y col., 1994; Wu y col., 1997].
Ducros y colaboradores en 1994, realizan un estudio comparativo entre el
empleo de microondas con HNO3-H202 y la digestión convencional con HNO3-HCIO4.
Los resultados obtenidos, con ambos métodos de digestión, flieran comparables para
todos los materiales de referencia biológicos analizados. Las ventajas del primer método
de digestión son: reducción del tiempo de digestión de 12 horas a 45 minutos, y
posibilidad de reemplazar el HClO4 por otros oxidantes menos peligrosos como el H202
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Generalmente, la mineralización con ácidos conduce a la transformación de
especies en 5ev1. La mezcla Br2-HBr se ha mostrado efectiva en la digestión de
compuestos orgánicos de selenio en muestras acuosas y biológicas. El proceso de
oxidación da lugar a la formación de la especie SeW, muy útil cuando se emplean
técnicas de determinación específicas para esta especie [D’UIivoy col., 1993; 1994].
Foto-oxidación
Se emplea como método alternativo para la transformación de especies
orgánicas a SeW. La oxidación se produce por irradiación ultravioleta utilizando una
lámpara de mercurio a 1250 W, el proceso debe realizarse durante 5 horas en presencia
de peróxido de hidrógeno y borax [Measures y col., 1980]. Para algunas especies, las
procesos de fotodegradación ultravioleta se han mostrado más efectivas que la digestión
ácida, como por ejemplo en la mineralización de selenourea [Campanella y col., 1987;
1989].
Combustión
La combustión de la muestra se realiza en atmósfera de oxigeno puro, en estas
condiciones el selenio es volatilizado como SeO2 y condensado en una trampa fría.
Posteriormente, el óxido se disuelve completamente en HNO3 o HCI. El proceso se ha
aplicado a muestras biológicas, rocas y suelos [Han y col., 1981].
2.2. DERIVA TIZ,4C16N
La derivatización suele ser una etapa imprescindible, en el análisis de selenio
bajo determinadas técnicas analíticas, éste es caso de la fluorescencia molecular y el
análisis de especies no volátiles por cromatografia de gases. También se emplea como
método de eliminación de interferencias y mejora de los límites de detección. Sin
embargo, estos procesos requieren de la destrucción de la forma química original, para
dar lugar a la/s especie/s susceptibles de derivatización.
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Generación de hidruros (HG)
La generación de hidruros es el método de derivatización más empleado en la
especiación de selenio, tanto en muestras biológicas como medioambientales [Cutter,
1982; Cutter, 1985; Fio y col., 1990]. El seleniuro de hidrógeno formado es volátil,
pudiendo ser separado de la matriz y transportado en forma de gas al sistema de
detección.
La reacción, que transcurre en medio ácido y en presencia de un reductor fuerte,
es selectiva para la especie SeN. El ácido más empleado es el HCI y el agente reductor
el borahidrura sódica (NaBH4), el cual debe estabilizarse en medio alcalino (por adición
de NaOH) y almacenarse a temperaturas bajas (4 0C) [Welz y col., 1984b; Agterdenbos
y col., 1985].
El método de generación de hidruros no está exento de interferencias, en general
procedentes de:
./ la presencia de otros elementos formadores de hidruros como Sb, Te, As, etc,
que pueden consumir los reactivos necesarios para la generación del hidruro
de selenio
/ la descomposición o adsorción del H
2Se formado
/ la presencia de elementos de transición como Co, Cu, Ni, Pt, Pd, Ag, etc, que
inhiben la reacción de formación del H2Se, ya que el selenio forma con estos
elementos compuestos estables.
Las interferencias procedentes de metales de transición como Cu, Ni Co y Fe,
pueden verse considerablemente reducidas por formación de complejos dorados, a
través de un aumento en la concentración de HCI empleada en la generación del hidruro
[Hershey y col., 1986]. Otra posibilidad, consiste en la adición de reactivos
complejantes como cianuro, ácido citrico, tiourea, EDTA [Bye y col., 1983; He y col.,
1998]. Wickstrom y colaboradores en 1995, utilizan la mezcla ácida
dietilendianiinopentaacético (DIPA) y tartrato, como agentes enmascarantes para la
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determinación de selenio por HG-AAS, en presencia de elevadas concentraciones de
Ni2t Co2~, Fe3~ y CrS (5-8 g/L).
La adición de yoduro potásico cataliza la reacción de generación del hidruro de
selenio facilitando la reducción de Sé” a Se(-II) [Agterdenbos y col., 1986].
La presencia de compuestos orgánicos también inhibe la generación del H
2Se.
Algunos autores proponen la separación del selenio de la matriz orgánica con columnas
XAD-8 a pH 1.6-1.8 [Roden y col., 1982], sin embargo este método sólo puede ser
aplicado a la determinación posterior de selenio inorgánico.
El H2Se puede ser preconcentrado a través del empleo de trampas criogénicas,
mejorando consecuentemente los límites de detección. La condensación del hidruro, se
realiza en colunnas de vidrio xilanizado sumergidas en nitrógeno liquido o propanol
helado. Posteriormente, el hidruro se volatiliza por calentamiento de la trampa, y se
transparta, con la ayuda de una corriente de gas, hacia el sistema de detección [Cutter,
1978; Blais y col., 1991].
Etilación
La formación del derivado etilado mediante la reacción del selenio con
tetraetilborato sódico (NaBEt4) es de interés, debido al menor número de interferencias
que presenta respecto a la generación del hidruro. El principal inconveniente se debe a
la imposibilidad de diferenciar entre especies inorgánicas de selenio, ya que ambas
producen la misma forma dietilada (DESe). El método no se ha aplicado a especies
orgánicas de selenio, por lo que requiere posteriores investigaciones [Muñoz Olivas y
col., 1994; Pyrzynska, 1996].
Compiejación
El Se
1” reacciona con o-diaminas aromáticas para formar los correspondientes
selenodiazoles (piazoselenoles). La formación de estos complejos supone una etapa
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previa imprescindible en la determinación de selenio par fluorimetría o por
cromatografia de gases [D’Ulivo, 1997].
Los reactivos más empleados en la formación de complejos fluorescentes son el
2,3-diaminonaflaleno (DAN) y sus derivados halogenados, como 2,3-diamino- 1,4-
dicloronaflaleno (C12-DAN) y 2,3-diamino-l ,4-dibromonaftaleno (Br2-DAN), dando
lugar al correspondiente 4,5-benzopiazoselenol, extraible en disolventes orgánicos
[Muñoz Olivas y col., 1994; Pyrzynska, 1996; D’Ulivo, 1997]. La presencia de Fe~
mterfiere por reacción con DAN, reduciendo la formación del piazoselenol [D’Ulivo,
1997].
Otros complejantes, como 4-nitro-o- fenilendiamina ó 3-bromo-5-trifluorometil-
1 ,2-dian~inobenceno, reaccionan selectivamente con Se
1” dando lugar a 5-piazoselenol
[Olsen y col., 1985] y 4-bromo-6-trifluorometilpiazoselenol jjAl-Attar y col., 1990]
respectivamente. Ambos complejos son volátiles y extraibles en tolueno, permitiendo su
determinación por cromatagrafia de gases con detección por captura electrónica.
La reacción de selenita con ditiocarbamatos, da lugar a la formación de
bis(ditiocarbamatos) de selenio. Estas reacciones se utilizan como etapa previa a la
preconcentración de SeIV, ya que estos complejos pueden ser extraídos con disolventes
orgánicos. Los reactivas más empleados con este fin son dietil-ditiocarbamato sódico,
tetrametilen-ditiocarbamato amónico y pirrolidin-ditiocarbamato amónico. Puesto que
los ditiocarbamatos pueden reaccionar con otros metales presentes en la muestra,
generalmente se requiere la adición de EDTA para enmascarar los iones interferentes
[Kamada y col., 1980; Takanayagi y col., 1983].
2.3. PRECONCENTRACIÓN-EXTRACCIÓN
Se han descrito varios procesos de preconcentración-extracción de selenio, estos
mcluyen extracción con disolventes orgánicos, extracción con adsorbentes sólidos y
coprecipitación [Tao y col., 1994; Adkins y col., 1995], esta última se ha empleado
poco y destruye la forma química original. Los métodos de tratamiento de muestra se
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emplean generalmente, para la eliminación de interferencias y preconcentración del
analito. Actualmente, los estudios se estan enfocando a la extracción selectiva de
especies de selenio sin destrucción de la forma química original.
Extracción con disolventes
El Se1”, como se acaba de exponer, forma complejos con o-diaminas aromáticas
y ditiocarbamatos. La posterior extracción de los selenoderivados, empleando
disolventes orgánicos, se utiliza para eliminar interferencias, obtener bajos blancos y
preconcentrar el analito. El inconveniente de estos procesos es que requieren la
destrucción de la forma química original, en el caso de especies distintas a Se”’.
La extracción de SeIV y Se”’ en muestras de sedimentos puede realizarse sin
transformación de especies, a través de procesos de lixiviación con NaOH lM durante 4
horas en baño de ultrasonidos [Velinsky y col., 1990].
En los últimos años, se ha estudiado la posibilidad de realizar extracciones de
especies orgánicas e inorgánicas de selenio, con la ayuda de mezclas de disolventes. La
fmalidad del proceso es el desarrollo de métodos no destructivas para el análisis de
especies de selenio en muestras sólidas. El procedimiento se ha aplicado generalmente a
materiales de referencia certificados en selenio total, CRM 402 (6.70 + 0.25 ¡xg/g),
correspondiente a hojas de trébol blanco [Potin-Gautier y col., 1993; Alsing Pedersen y
col., 1997; Emteborg y col., 1998].
Recientemente, se ha realizado un estudio comparativo de la eficiencia de cuatro
de éstos métodos [Emteborg y col., 1998]:
1. Agitación mecánica durante 5 horas con H
20-CHCI3-CH3OH (2+3+5).
2. Ultrasonicación durante 30 minutos en das ciclos, can H20-CH3OH (1+1).
3. Ultrasonicación en dos ciclos, con H20-CH3OH (1+1) + HCI 0.28M.
4. Ultrasonicación en dos ciclos, con H20-CH3OH (1+1) + 4% (y/y) NH3.
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Los mejores resultadas fueron obtenidas con el mérodo-4, con una eficiencia de
extracción del 50% de selenio total presente en la muestra, sin destrucción de la forma
química.
El método-1, dio lugar a los peores resultados, con una eficiencia de extracción
de tan sólo un 20%. Los autores identificaron la presencia de selenocistina y otra
especie desconocida, diferente a selenometionina, selenita o seleniato. Resultados
similares, can este método de extracción, fueron obtenidos por Alsing Pedersen y
Larsen en 1997, mientras que en anteriores estudios realizadas por Potin-Gautier y
colaboradores en 1993, se encontró un 75% de extracción sobre el mismo material,
identificando sólo SeCys2.
Extracción en fase sólida
En los procesos de derivatización y posterior extracción líquido-líquido pueden
originarse problemas por formación de emulsiones. El empleo de la extracción en fase
sólida, a través de adsorbentes capaces de recoger al selenoderivado desde la fase
acuosa, soluciona el problema y permite la preconcentración del analito. Los
adsorbentes suelen ser sílice o resinas poliméricas macroreticulares del tipo XAD-7 y
XAD-8 [Johanssany col., 1993].
La preconcentración de especies inorgánicas presentes en medios acuosos, se
realiza generalmente a través de resinas de cambio aniónico. Tanzer y Heuman en 1991,
realizan la preconcentración y separación de Se”’ y Se”’ sobre Dowex AOlX8. La
elución de selenita y seleniato se realiza con ácido acético IM y HCI 3M
respectivamente. Órnemark y Olin en 1994, preconcentran y separan las mismas
especies empleando una columna Dowex-1XS. La elución de las especies se realiza a
diferentes concentraciones clorhídricas, 0.025M para selenita y SM para seleniato.
La eliminación de interferencias es un proceso de gran importancia, la
separación de selenio inorgánico de otros metales interferentes como Cu, Ni, Co y Ag,
se realiza a través de resinas de cambio catiónico como Dowex SOWXI6 frlershey y
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col., 1989]. Para la eliminación de la matriz orgánica, Campanella y colaboradores en
1987, emplean adsorbentes tipo Chelex-100, aplicándolo a la determinación de selenio
inorgánico en aguas de grifo. Otros autores muestran la efectividad de resinas tipo
XAD-8 en la eliminación de matriz orgánica [Rodeny col., 1982]. Las especies de
selenio orgánicas quedan también retenidas en el sólido adsorbente, por lo que se
requiere de una etapa de oxidación previa a la extracción.
2.4. HIDRÓLISIS DE PROTEÍNAS
La identificación de seleno-aminoácidos en muestras biológicas requiere de
especiales condiciones para prevenir cambios en la forma química. La liberación de
aminoácidos de las proteínas se realiza a través de procedimientos de hidrólisis, vía
ácida o vía enzimática, basados en la ruptura de los enlaces peptidicos.
Hidrólisis ácida
Se realiza en medio fuertemente ácido, generalmente HCl, y a temperaturas en
torno a los 100 0C. Para evitar la oxidación de especies, se recomienda el empleo de
condiciones anaerobias.
Los estudios de estabilidad realizados sobre patrones acuosos, revelan pérdidas
de SeMet al cabo de 7 horas, en medio HCI 6M a 110 oc y condiciones anaerobias
[Shepherdy col., 1969]. Otros autores han publicado que las especies SeMet y SeCys2
son estables durante 22 horas en las mismas condiciones [Broderick y col., 1985].
Hammel y colaboradores en 1997, proponen la carboximetilación de los seleno-
aminoácidos para evitar su descomposición durante la hidrólisis ácida.
En la hidrólisis ácida de muestras de levadura, con HCI 6N y calentamiento en
baño de agua durante 5 horas, se obtuvo una eficiencia muy baja en la extracción, de tan
sólo el 8% del selenio total [Gilon y col., 1995].
70
Revisión Bibliográfica
Carvalli y colaboradores en 1995, introdujeron el calentamiento por microondas
en la hidrólisis ácida de tejidos de pescados. La reacción se llevó a cabo en medio HCI
6N conteniendo un 0.5% (y/y) de fenol, éste último añadido para evitar la fácil
oxidación de algunos seleno-aminoácidos. El oxígeno se ellininó por burbujeo de
nitrógeno, y el calentamiento se realizó a 645 W durante 25 min. Las recuperaciones de
selenometionina y selenacistina adicionadas fueron superiores al 90%.
Hidrólisis enzimática
Esta hidrólisis se basa en el empleo de una proteasa para producir la ruptura de
los enlaces peptidicos. La reacción se realiza generalmente, por incubación a 37 oc
durante 24 horas, en medio tamponado.
Algunos trabajos identifican selenacistina y selenometionina en la hidrólisis
enzimática de levadura enriquecida en selenio. La proteolisis se realiza con pronasa E
(proteasa no específica), en medio tamponado fosfato-ácido cítrico a pH=~7.5. Las
recuperaciones obtenidas fueran superiores o iguales al 90%, tanto cuando la reacción
se realiza por agitación magnética durante toda la noche a temperatura ambiente [Olían
y col., 1996] ó cuando se realiza durante 24 horas a 37 oc [(Mían y col., 1995]. Otros
autores obtienen similares recuperaciones por tratamiento con proteasa XIV en agua, y
con agitación magnética durante 24 horas [Bird y col., 1997a; Uden y col., 19981.
También se ha evaluado la eficacia de la pronasa (enzima no específica) en
muestras de suero sanguíneo. Los resultados mostraron una eficiencia en la ruptura de
enlaces peptídicos del 40%, quedando la mayor parte de las proteínas en forma de
pequeños péptidos. El aumento en la cantidad de enzima no supuso mejoras en el
proceso proteolítico. Los autores resaltaran la conocida inhibición de la actividad
enzimática de la pronasa en presencia de iones Cu2~, comúnmente presente en las
muestras [Abou-Shakra y col., 1997].
Tan y Marshall en 1997, emplean la acción conjunta de proteasas (Tipo XIV y
VII) y lipasas (celulasa) en la hidrólisis de materiales certificados en selenio total de
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pescados y plantas. La incubación se realizó a 37 0C, en medio etanol/TRIS 0.03M
(1+19) a pH=7.5, con agitación entre 4-8 horas. En la suspensión obtenida se analizó el
contenido de selenio total, obteniendo recuperaciones muy próximas al 100%. El
objetivo del trabaja fue utilizar la proteolisis como un procedimiento de digestión de
muestras sólidas, por lo que no fUeron identificadas las especies de selenio en los
extractos.
3. TÉCNICAS ANALÍTICAS PARA LA DETERMINACIÓN DE SELENIO
3.1 DETERMINACIÓN DE SELENIO TOTAL
Tabla 8. Técnicas analíticas empleadas para la determinación de selenio total en
muestras biológicas y medioambientales.
Técnica
Espectrométricas
Matriz L.D. Referencia
Uy-visible
Fluorimetría
FRX
HG-AFS
HG-AAS
HG-TC-AAS
ETAAS
HG-ICP-AES
ID-MS
ICP-MS
HG-ICP-MS
plantas
sedimentos
aguas
arma, suero
tejidos
aguas subterráneas
ama
agua de mar
aguas
aguas
plantas
aguas
pescados
80 mg/L
0.28 ~g!L
60 ngl
0.5 ~xgIL
20 ng/L
2ngW
2Ong/L
4.1 gg/L
10 ngl
6.0 pg/L
0.2 ¡.±g¡L
6.3 ngl
2.5 ngl
Ramachandran, 1993
Haygarth y ccl., 1993
Niss y col., 1993
IYUlivo y ccl., 19913
Mayer y col., 1992
Órnemaik y col., 1992
Nycol., 1993
Lunzer y col., 1995
TanzerycoL, 1991
Powell y col., 1986
Wuycol., 1997
Haraldsson y col., 1992
Taoycol., 1993
Electroquímicas
Mattsson y col., 1995
Lemly, 1982
El-Hallaq y col., 1992
DPCSV
DPP
NAA
aguas
pescados
dietas
2ng/L
5 ng
0.5 ng/g
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Muchas y variadas técnicas analíticas, se han aplicado a la determinación de
selenio total en muestras biológicas y medioambientales. El análisis requiere la
destrucción de la materia orgánica, y en algunos casos, el proceso apropiado de
derivatización. En la Tabla 8 se presentan algunas de las técnicas empleadas en el
análisis de selenio total, los límites de detección y la clase de muestras analizadas.
3.2. DETERMINACIÓN DE ESPECIES DE SELENIO
3.2.1. Métodos no cromatográficos
El análisis se realiza a través de métodos selectivos para una de las formas
químicas del analito, generalmente Se¡V. La determinación del resto de las especies
implica el tratamiento adecuado de distintas alícuotas, para su transformación en la
forma química detectable. La determinación de especies se realiza por diferencia según
el esquema representado en la Figura 8.
I~e(IV) > determinación directa
REDUCCIÓN
MUESTRA Se(VI) P Se(IV) . . - > ~
ACUOSA
OXIDACIÓN REDUCCIÓN
OXIDACIÓN DIRECTA
Se(VI) = SCinorgínico ~ - Se(IV) Se(-II) = SeM.¡ - Se ~
Figura 8. Esquema para la determinación de especies en discontinuo con métodos
selectivos para Se(IV).
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El Se”’ requiere una reducción previa a Se”’ [Cutter, 1978], determinándose de
este modo el selenio inorgánico total. La reducción puede realizarse de modo
cuantitativo a través de mezclas como: SnCl2-KI o HCI-H2S04. El procedimiento más
empleado consiste en el calentamiento a 90-100
0C con HCI de 4 a 6 N durante 10-20
minutos [Cutter, 1978]. Si el calentamiento se realiza durante largo tiempo, se puede
producir la reducción a selenio elemental o bien sufrir pérdidas de selenio por
volatilización. Otros autores muestran la conveniencia del empleo de HBr o NaBr para
la reducción selectiva de Se”’ en Se”’ [D’Ulivo,1989; González La Fuente, 1996; He y
col., 1998].
En los últimos años ha adquirido mayor importancia el empleo de microondas
como sistema de calentamiento en la reducción de Se”~ a Se”’, ya sea en discontinuo
¡jBryce y cal., 1995a], como en continuo [Coboy col., 1993; Pias y col., 1994; Bryce y
col., 1995b; González La Fuente, 1996], con las consiguientes ventajas que proporciona
la automatización de procesos.
Para la determinación del selenio total debe producirse la oxidación del selenio
orgánico [Se(-II)], los métodos más empleados incluyen el tratamiento de la muestra
con peroxodisulfato potásico en medio clorhídrico [Cutter y col., 1984; Cabo y col.,
1995] y la digestión ácida [Welz y col., 1984a; D’Ulivo y col., 1993]. Estos procesos de
vi
oxidación transforman las especies de selenio en su forma más oxidada, Se
requiriendo su reducción selectiva a Se1” para su determinación. Otra posibilidad es la
foto-oxidación tras la adición de peróxido de hidrógeno [Campanella y col., 1989;
Batley, 1986] o la digestión con Br
2-HBr para producir selectivamente Set” [D’Ulivo y
col., 1993; González La Fuente, 1996].
Los principales inconvenientes que presenta la especiación de selenio por
métodos no cromatográficos son la compleja manipulación de la muestra, necesaria para
realizar la transformación de especies y su limitada aplicación, ya que no permite
diferenciar las especies de selenio orgánico.
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Las técnicas de detección empleadas, especificas para SeN, han sido las
siguientes:
Detección Fluorintétrica
El Se”’ se determina directamente por formación de un complejo fluorescente,
mientras que el resto de especies: Se”1 y selenio orgánico total, se determinan según el
proceso indicado en la Figura 8.
La posibilidad de cambia en las longitudes de onda de excitación y emisión, y la
posible preconcentración en la etapa de extracción del derivado fluorescente, mejora en
ocasiones la sensibilidad de la técnica, sin embargo la excesiva manipulación de la
muestra puede introducir errores por pérdidas o contaminación.
La técnica se ha aplicado a la determinación de especies de selenio en aguas
naturales y de mar, empleando la derivatización previa de Se”’ con 2,3
diaminonaftaleno (DAN). En el mejor de los casos el límite de detección fUe de 50 ng/L
[Nakaguchiy col., 1985; Takayanagi y col., 1984; 1985].
Uno de los factores limitantes se debe a la etapa de derivatización con DAN. La
realización de la reacción en atmósfera de oxígeno, puede contribuir a la formación de
otras especies fluorescentes que proporcionan un aumento en la señal del fondo,
inhibiendo la fluorescencia del piazoselenol. Se debe proceder a la eliminación del
oxígeno presente en disolventes y reactivos [DUlivo,1997].
Alimed y colaboradores en 1997, introducen la inyección en flujo con foto-
reducción en línea, en la detección espectrofluorimétrica de selenio. El método se basa
en la oxidación selectiva del complejo formado por SeN y el reactivo no fluorescente
(2-a-pyridyl-tioquinaldinamida) en medio ácido sulfúrico. El producto de oxidación del
complejo, es intensamente fluorescente. Se ha aplicado a la determinación de Se”’ y
Se”’ en materiales de referencia (sedimentos, té), muestras medioambientales (aguas),
alimentos (harina y huevos) y muestras biológicas (pelo humano). Los límites de
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detección fueron de 1 ~sg/Lpara selenita y 10 ¡g/L para seleniato. El método propuesto,
proporcionó muy buenas recuperaciones respecto al selenio total certificado, y perfecta
correlación con los resultados obtenidos por HG-AAS, en cuanto al contenido en
especies inorgánicas [Ahmedy col., 1997].
Detección Electroquímica
Los detectores electroquímicos ofrecen buenas sensibilidades en la
determinación de selenio. Basados en la reducción electroactiva de Se”’, la
determinación de otras especies requiere su previa transformación (Figura 8).
Las técnicas electroquímicas más empleadas en la determinación de selenio son
la polarografia diferencial de impulsos (DPP) y la voltamperometria de redisolución
catódica por diferencia de impulsos (DPCSV).
La reacción de reducción se produce sobre la superficie de un electrodo de gota
de mercurio en medio ácido, generalmente HCI.
H2SeO3 + Hg + 4}t + 4e~ —--——-> HgSe + 3H20
En el análisis por DPCSV, el HgSe puede redisolverse catódicamente por
reacción en medio ácido [Ferriy col., 1998]
HgSe + 2H~ + 2¿ —* Hg + H2Se
Campanella y colaboradores en 1987, realizan la determinación de especies de
selenio por DPP y DPCSV en aguas naturales. Los autores realizan la filtración de la
muestra para separar la fracción soluble de la insoluble. La determinación de especies se
realiza sólo en la fracción soluble, sometiendo a la muestra a varios procesas (Figura 8).
La fracción insoluble se somete a digestión con ácidos, cuantificando el selenio total.
Los límites de detección frieron de 10 y 0.04 jig/L, para el análisis por DPP y DPCSV
respectivamente.
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El empleo de etapas previas de preconcentración en resinas quelatantes
(Chelex 100 cargada con Fe1”), mejora los límites de detección de ambas técnicas,
alcanzando 1.5 ng/g en la determinación de Se”’ y Se”’ (por diferencia) en sedimentos
[Ferriy col., 1996; 1998].
Ambas técnicas electroquímicas sufren de serias interferencias por presencia de
materia orgánica o por otros iones cama Cr”’, Cu”, Mo”1, Ni11, Te¡V, Zn” y VV. El
empleo de sistemas de inyección en flujo [Bryce y col., 1 995a] o de métodos de
extracción en fase sólida [Howard y col., 1980; DUlivo, 1997; Ferri y col., 1998],
contribuyen a la mejora en la detección.
Detección porActivación Neutrón ¡ca (NAA)
Esta técnica no es muy sensible para la determinación de especies de selenio en
muestras medioambientales, por lo que requiere de una etapa previa de
preconcentración de la muestra.
Los isótopos empleados son flmse y “Se, cuyos tiempos de vida media son de
17.4 s y 119.8 días respectivamente [Lidey col., 1997-1998]. El primero proporciona
mayor sensibilidad, pero debido a su corta vida, el isótopo 75 se prefiere en el análisis
de especies.
Las principales etapas del método previas al análisis por NAA son:
1. Reducción de Se”’ a Se”’ por calentamiento de la muestra en medio
clorhídrico.
2. Reducción a selenio elemental con ácido ascórbico.
3. Adsorción del selenio elemental sobre carbón activo.
El método ha sido aplicado a la determinación de Se”’ (omitiendo la etapa 1) y
Se”’ (por diferencia) en aguas naturales y marinas, obteniéndose límites de detección de
10 ~xgfL[Massée y col., 1981].
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Detección Atómica
En general, los detectores atómicos no son específicos de una sola especie, sm
embargo, se emplean junto con la generación de hidruros para la especiación no
cromatográfica.
El hidruro de selenio formada se atomiza generalmente:
O En una célula de cuarzo, calentada electrotérmicamente o mediante una llama
aire-acetileno (HG-AAS).
O En una llama de hidrógeno (HG-AFS).
O En un plasma de argón o helio (HG-ICP-AES!MS y HG-MIP).
Además de la posible determinación de especies de selenio a través de procesos
de oxidación-reducción, la generación de hidruros introduce mejoras, en su
acoplamiento con detectares atómicas, respecto a la nebulización como sistema de
introducción de muestra. El aumento en la eficiencia de transporte y de los procesos de
atomización/ionización, así como la consecuente reducción de interferencias de matriz,
producen una mejora considerable en los límites de detección.
La reacción de generación del hidruro de selenio puede realizarse en discontinuo
[Cutter,1978] o a través de procesos de flujo continuo. Los últimos son preferidos
debido a las ventajas que ofrece la automatización del proceso: mayor rapidez en el
análisis, menor manipulación de la muestra y reducción en el consumo de reactivos. Los
sistemas continuos en conjunción con la inyección en flujo (FI), mejoran las
prestaciones del sistema, debido al pequeña volumen de muestra requerido y a la
reducción que se produce en el nivel de interferencias [Marshally col., 1990a, 1990b;
Cobo y col., 1993].
La total automatización del proceso se consigue a través de la transformación de
especies en línea. En el acoplamiento HG-FAAS, Nakata y colaboradores en 1985,
llevaron a cabo la reducción en línea de SeVl a Se¡V, el proceso se realizó por adición de
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HCI y calentamiento en baño de agua a 95 OC. Otros autores, realizan la reducción en
línea con ayuda de la radiación de una lámpara UY [Ahmedy col., 1997] o bien, a
través de calentamiento por microondas (MM9 [Coboy col., 1993; Bryce y col., 1995b].
A través del acoplamiento HG-MW-AAS, se ha realizado la determinación de
SeIV y Se~’1 en agua de mar, los límites de detección alcanzados fueron de 0.7 a 1.5 jg¡L
para el método de FI y continuo respectivamente [Cobo y col., 1993]. El empleo de
métodos de preconcentración de selenita y seleniato, utilizando resinas tipo Dowex 1 XS
como etapa previa a la generación del hidruro, permite rebajar los límites de detección
en HG-AAS hasta 0.025 i.tg/L [Órnemarky col., 1994]
He y colaboradores en 1998, determinan selenita y seleniato en aguas de mar a
través del acoplamiento HG-AFS, el límite de detección alcanzado fue de 1.3 j.¡g/L. Los
autores realizan la reducción de Se~’1 en discontinuo, por adición de NaBr y HCI. Bryce
y colaboradores (1995b) realizan el acoplamiento FI-HG-MW-AFS, consiguiendo
rebajar el límite de detección hasta 0.04 ~tg¡L. El método fue aplicado a la
determinación de Se”’ y SeVI en aguas de mar y muestras de hemodiálisis.
La técnica HG-ICP-AES es significativamente menos sensible que otras técnicas
atómicas combinadas con la generación de hidruros (AAS, AFS, ICP-MS). Las limites
de detección se encuentran entre 0.1-4.1 ¡ig/L [Dtllivo, 1997; Lunzer y col., 1995]. El
acoplamiento se ha aplicado al análisis de selenio total en alimentos [Andersony col.,
1993] y de selenio inorgánico total (Se”’ + SCvI) en aguas de río [Brindley col., 1997],
pero no a la determinación de especies.
La técnica de ICP-MS proporciona muy bajos limites de detección y un escaso
nivel de interferencias. Estas prestaciones, se ven aún mejoradas cuando se acopla a la
generación de hidruros, alcanzando limites de detección de 6.3 a 36 ng¡L [Haradlssony
cal., 1992; Janghorbani y col., 1989].
El acoplamiento HG-ICP-MS, se ha aplicado para la determinación de Se
inorgánico total en aguas naturales y de mar, sin diferenciación entre SCIV y 5ev1. Los
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autores centran su estudio en la optimización del análisis multielemental de elementos
formadores de hidruros ‘volátiles (Se, As y Sb) [Haradíson y col., 1992].
Muñoz Olivas y colaboradores (1995), proponen el empleo de disolventes
orgánicos (metanol, etanol, propanol, acetona y acetonitrilo) para reducir las
interferencias isobáricas, procedentes de dímeros de argón, y mejorar la señal de
selenio. La determinación de Se1” disuelto en aguas naturales por FI-HG-ICP-MS,
empleando un 6% (y/y) de metanol, proporciona límites de detección de 5 ng/L.
3.2.2. Métodos cromatográficos
En estos métodos se procede a la separación de especies de fonna previa a su
determinación, requiriendo del acoplamiento de dos técnicas: una capaz de separar de
forma selectiva las especies de selenio y otra capaz de cuantificar de forma sensible.
3.2.2.1. Técnicas deSeparación
Cromatografio de Gases
La separación de especies volátiles de selenio puede realizarse por cromatografia
de gases sin modificación química, debido a sus diferentes puntos de ebullición (P.eb.
DMSe=54 0<2, DESe=408 0<2 y DMDSe=z153 OC) [Gui-bin y col., 1992], de esta forma
se han determinado estas especies de selenio en aire y en muestras acuosas [Dauchy y
col., 1994]. Su aplicación a especies no volátiles, requiere de una etapa previa de
derivatización para la formación de piazoselenoles volátiles [Johanssony cal., 1993].
Otras alternativas incluyen la formación de derivados fenilos y complejos con acetona o
ditiocarbamato [Harrisony col., 1989]. En general, esto requiere la pérdida de la forma
química original.
En los primeros trabajos, las separaciones se realizaban en columnas
empaquetadas de vidrio, donde la conexión con el detector se realizaba a través de una
línea de transferencia externa de acero o níquel [Chauy col., 1975; Jiang y col., 1982].
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Posteriormente, se ha extendido el usa de columnas capilares rellenas de sílice, por ser
mertes y flexibles, además de proporcionar buenas separaciones para compuestos
organometálicos volátiles [Chasteeny col., 1990; Tanzer y col., 1992].
Guy-bin y colaboradores en 1992, determinan DMSe, DMDSe y DESe en
muestras de lodos y suelos. La formación de estos compuestos se realiza mediante la
simulación de procesos naturales de biometilación del selenio inorgánico presente en el
sólido. Posteriormente las especies son arrastradas por una corriente de nitrógeno hacia
una solución de hexano. La separación de los alquilseleniuras se realiza sobre una
columna capilar, conteniendo 1.5% de OV-l sobre Shimalita W. La elución de DMSe,
DESe y DMDSe se produce a una temperatura de columna de 40, 60 y 140 0<2
respectivamente.
El TMSe~ se puede determinar por cromatografla de gases, previa
transformación a DMSe en medio alcalino [Dauchyy col., 1994].
Cromatografio Líquida
El poder separador de la cromatografla líquida de alta eficacia (HPLC), ofrece
un gran potencial para la separación de las especies no volátiles, sin necesidad de
recurrir a procesos de derivatizacion.
La separación de selenita y seleniato, se ha realizado generalmente por
cromatografia de cambio aniónico, empleando disoluciones reguladoras de fosfato o
citrato como fases móviles [Oyamaday col., 1987; Laborda y col., 1993; Cobo y col.,
1995]. Algunos trabajos incluyen la elución de catión TMSe~ en el volumen muerto
(Laborda y col., 1993; Cobo y col., 1995]. Alternativamente, se ha empleado la
cromatografía de fase inversa con formación de pares iónicos sobre fases estacionarias
de octadecilsílice o poliméricas. En este caso, la fase móvil contiene un reactivo
catiónico, generalmente una sal de tetrabutil amonio, capaz de formar pares iónicos con
selenita y seleniato. La adición de un ligero porcentaje de modificador orgánico (cl0%
de metanol o acetonitrilo), mejora la separación cromatográfica [Yang y col., 1995;
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Velay col., 1993]. Yang y colaboradores en 1995, incluyen la elución en tiempo muerto
de especies catiónicas de selenio como TMSe~.
La cromatografía de fase inversa con formación de pares iónicos, se ha aplicado
también a la separación de TMSe~, SeCys2 y SeMet, empleando tanto reactivos
aniónicos como pentanosulfonato sódico (PSNS) [Muñoz Olivas y col., 1996a] o
heptanosulfonato sódico (HSNS) [Gilony col., 1996], como reactivos catiónicos. Baja
esta última modalidad, Potin-Gautier y colaboradores en 1993, realizaron la separación
para SeCys2 y SeMet empleando bromuro de tetrabutilamonio (TBAB) como contraión,
los autores indicaron la posible separación de estos seleno-aminoácidos junto con
selenita y seleniato. Sin embargo, posteriores estudios mostraron la falta de resolución
cromatográfica del método [Gilony col., 1996].
La separación conjunta de especies orgánicas e inorgánicas de selenio tan sólo
ha sido lograda recientemente. La separación de SeCys2, SeMet, SeIV y Se”1 se ha
realizado en columnas poliméricas de cambio aniónico, mediante la elución can fases
móviles a pHs básicos (>8.5); de este modo los seleno-aminoácidos están presentes en
forma aniónica [Harwoody cal., 1997; Alsin Pedersen y col., 1997; Emtebarg y col.,
1998]. Emteborg y colaboradores, comprobaron que la elución de TMSe~ daba lugar a
un pico en el tiempo de retención de SeMet (correspondiente al tiempo muerto). Los
autores proponen la realización de un segundo análisis, sobre otra columna (Ion Pac
AG-10), donde el TMSe~ puede separarse del resto de especies.
Marchante-Gayón y colaboradores en 1996, desarrollan un método para la
separación de SeCys2, SeMet, SeEt, Se”’ y Se”’ por fase inversa modificada con
moléculas de bromuro de didodecildimetilamonio (DDAB). El orden de elución,
correspondiente al indicado anteriormente, se ve fuertemente modificado en su
aplicación a muestras reales, y es de suponer la fuerte influencia que ofrece la salinidad
de la muestra. En el análisis de muestras de ama, el Se”’ adelanta considerablemente su
tiempo de retención, solapando con SeCys
2 y SeMet.
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3.2.2.2. Técnicas de Detección
Los detectores comunmente empleados en cromatografía de gases se
caracterizan por su falta de especificidad y en muchos casos, limitada sensibilidad. Los
detectores de captura electrónica (ECD) y de ionización en llama (FID) se han
empleado en los primeros estudios de alquilseleniuros, con límites de detección de 5 pg
pero escasa selectividad [Evans y col., 1966; Oyamada y cal., 1987]. También se ha
realizado la determinación de piazoselenoles volátiles por ECD [AI-Attar y col., 1990;
Singh y col., 1997]. La detección por fotometría de llama (FPD), se ha utilizado
ampliamente en la determinación de compuestos orgánicos de azufre y fósforo, sin
embargo, la determinación de alquilseleniuros se ve afectada por una baja sensibilidad y
por interferencias debidas a la presencia de compuestos volátiles de azufre [Tanzer y
col., 1990; Tanzer y col., 1992].
La cromatografía iónica con detector conductimétrico, se ve afectada por la
presencia de aniones como sulfatos, cloruros, fosfatos, carbonatos y nitratos, los cuales
aparecen como componentes mayoritarios en la mayoría de muestras. La determinación
de seleno-aminoácidos por HPLC-UV, además de proporcionar una pobre sensibilidad,
se ve seriamente interferida por presencia de aminoácidos de azufre [Martin y col.,
19691.
El acoplamiento a detectores específicos, como los atómicas, mejora la
determinación tanto por reducción de interferencias como por aumento de la
sensibilidad. Las técnicas de detección más empleadas en el acoplamiento con ambos
tipos de cromatografía, son la absorción atómica y los plasmas inducidos (MIP e ICP).
Absorción atómica con llama (FAAS)
La determinación de alquilseleniuros por cromatografía de gases se ha llevado a
cabo mediante un detector de absorción atómica con llama a través de la atomización en
una célula de cuarzo (QFAAS), obteniéndose límites de detección de 0.1 ng de selenio
[Cutter, 1978; Cooke y col., 1987; Karlsan y col., 1988].
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El acoplamiento HPLC-FAAS, presenta problemas debido a la diferencia entre
los caudales de entrada al nebulizador (6 mL/min) y salida de la columna
cromatográfica, además de la baja sensibilidad que proporciona la técnica en la
determinación de selenio. A pesar de estos inconvenientes, algunos autores han
realizado el acoplamiento directo par conexión a través de un tubo de teflón [jKélbly
col., 1993; 1995]. La determinación de Se”’ y Se”’ en aguas, empleando un caudal de
2.5 mL/min en la separación, permite la obtención de límites de detección de 8 y II ng
para selenita y seleniato respectivamente [KóIbIy col., 1995].
Debido a la baja sensibilidad que posee esta técnica, el acoplamiento can este
detector se realiza a través de la generación del hidruro de selenio. La sensibilidad del
sistema depende de la mezcla de gases, del caudal de éstos y de la geometríade la célula
[Cutter, 1985]. Cobo y colaboradores en 1995, determinan TMSe~ SeN y Se”1 por
HPLC-MW-HG-AAS, alcanzando límites de detección desde 1.1 a 2.2 ng. Otros
autores, con el mismo acoplamiento, consiguen límites de detección de 0.5 ng
[Marchante-Gayón y col., 1996; González La Fuente y col., 1996].
Hay que considerar que muchas compuestos orgánicos, como los seleno-
aminoácidos y TMSe~, no reaccionan can agentes reductores para dar hidruros volátiles.
El acoplamiento del 1-IPLC a la HG, requiere de sistemas de oxidación-reducción en
línea de forma previa a la etapa de generación de hidruros.
Cobo y colaboradores en 1995, proponen la oxidación de TMSe~ a Se”’ con
persulfato potásico y posterior reducción a SeN con HCI. Las reacciones de
transformación de especies se realizan por incorporación en línea de un horno de
microondas. Posteriores trabajos emplean una única reacción con KBrO
3-HBr y
calentamiento por microondas, para convertir especies orgánicas e inorgánicas a
selenita [González LaFuente y col., 1996; Marchante-Gayón y col., 1996].
Otra modalidad consiste en el acoplamiento del HPLC a la técnica de FAAS a
través de la generación de hidruros termoquímica (THG) [Blais y col., 1991; Lei y col.,
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1995; Matni y col., 1995]. Este acoplamiento facilita la introducción de elevadas
concentraciones de disolventes orgánicos a la llama, comúnmente empleados en HPLC.
En el sistema HPLC-THG-FAAS, los analitos que eluyen de la columna
cromatográfica son nebulizadas por efecto termospray y quemados en una cámara de
combustión, bajo una pequeña llama de metanol-oxigena. Los productos gaseosos
formados en la combustión reaccionan con exceso de H2 para formar I-125e. En la THG,
la reacción de generación del hidruro se produce en fase gas, sin necesidad de una etapa
previa de transformación de especies orgánicas a Se”’.
Se cree que este mecanismo de generación de hidruros se produce por reacción
con radicales de hidrógeno [Blaisy col., 1991]:
11 + OScO —+ OH’ + SeO’
SeO + H2 —~ HSe’ + OH’
HS¿ + H2 —* H2Se + H’
Blais y colaboradores en 1991, separan TMSe~ y selenocolina por cromatografía
de fase inversa, empleando metanol como fase móvil. En el acoplamiento HPLC-THG-
AAS los límites de detección fueron de 44 y 31 ng respectivamente. Lei y Marshall en
1995, mejoran la sensibilidad en la determinación de seleno-aminaácidos (L.D. = 1 ng),
por separación en fase inversa de dinitrofenil derivados (DNP-Se) y detección por THG-
AAS.
Absorción atómica con atomización electrotérmica (ETAAS)
En el acoplamiento con las técnicas cromatográficas, el principal problema surge
de la dificultad que supone la realización del análisis en continuo, debido al ciclo
térmico inherente a esta técnica atómica. Para solventar el problema se necesitaría del
diseño de hornos especiales, capaces de mantener la temperatura de atomización durante
el periodo de elución.
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El acoplamiento GC-ETAAS, se ha aplicado a la determinación de
alquilseleniuros en suelos [Gui-bm y col., 1992] y aguas [Jiang y col., 1982], con
límites de detección de entre 5 y 20 pg. Los últimos trabajos presentan una interfase de
unión entre ambas técnicas a través de un tubo de palitetrafluaretileno dc 20 cm de
longitud y 0.1 cm de diámetro interno, acabado en un tubo de cuarzo conectado al horno
de grafito [Gui-bin y col., 1992].
En el acoplamiento a la cromatografía de líquidos, se puede optar por la recogida
del eluato en fracciones. Se puede emplear un colector automático con recogida en
viales de polietileno, o bien manualmente con control de volúmenes y tiempos
[Marchante-Gayón y col., 1996]. En cualquier caso, los cromatogramas no pueden ser
monitorizados en tiempo real [Laborda y col., 1993].
Varios autores determinan especies de selenio a través del acoplamiento HPLC-
ETAAS, bien por cromatografía iónica [Fostery col., 1986; Oyamada y col., 1987;
Kólbl y col., 1993; Laborda y col., 1993; Gilon y col., 1996], como por cromatografía
de fase inversa con formación de pares iónicos [Patin-Gautier y col., 1993; Gilon y col.,
1995; Marchante-Gayón y col., 1996;], con límites de detección entre 0.6 y 4.7 ng de
selenio. En general se recomienda el empleo de tubos de grafito pirolítico y
temperaturas de atomización entre 2100 y 2600 0C.
La técnica ETAAS ofrece buena sensibilidad en la determinación de selenio, sm
embargo se ve afectada por pérdidas en la etapa de calcinado debido a la volatilidad del
elemento, así como por interferencias, originadas por la presencia de iones Cl~ SO42~
PO~¿ y materia orgánica, que pueden dar lugar a una reducción de la señal de selenio y
altos fondos [Kobayashi, 1992; D’Ulivo, 1997].
tugwuas eiettus tic iuiiuu 1113 puvuvii ~vi tv11c~1uu~ pui 14 irniipaia tic
siendo necesario el empleo de correctores de efecto Zeeman [Tsalev y col., 1990;
Laborda y col., 1993; Kólbl y col., 1993]. El empleo de modificadores químicos es
indispensable en la determinación de selenio por esta técnica [Kólbl y col., 1993]. Se
suelen emplear combinaciones de metales pesados como Ni, Cu, Ag, Mo y Pd, junto
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con nitrato de magnesio, que favorece la calcinación de la matriz. La cantidad de
Mg(N092 debe ser controlada, ya que se descompone en MgO, el cual tiene tendencia a
condensar en las partes frías del horno entorpeciendo el camino óptico. El metal más
empleado es el Pd, puesta que permite la estabilización de especies de selenio tanto
orgánicas como inorgánicas, mostrándose más efectivo que el Cu y el Ni. También se
ha comprobado que la adición de Pd elimina la interferencia de Hg [Johannessen y col.,
1993; Deakery col., 1995].
Kblbl y colaboradores en 1993, estudiaron la interferencia por presencia de
sulfitos y sulfatos sobre la señal de 10 .tg/L de Se”’ y SeW en HPLC-ETAAS. Los
autores observaron que la presencia de 1000 mgl de sulfito reducía la señal de SeV¡ en
un 30%, mientras que la presencia de sulfato al mismo nivel de concentración, producía
una reducción de la señal de selenito y seleniato de un 16 y 80% respectivamente. Esta
importante interferencia, presente en las aguas, puede ser minimizada a través del
empleo de sales de bario [Welz y col., 1992].
La eficiencia en la atomización de selenio depende de la forma química presente.
La línea de resonancia (196 nm) sufre de serios problemas por la absorción molecular
procedente de impurezas orgánicas, siendo poco efectivo el corrector de fonda de
Deuterio. El empleo de hidrógeno (10% en el argón) beneficia tanto al transporte hacia
el horno como a la atomización, actuando como si realizara una precombustión sobre
los restos orgánicos [Jiang y col., 1982; Gui-bin y col., 1992].
Fluorescencia atómica (AFS)
La fluorescencia atómica se ha empleado como detector en la separación de
alquilseleniuros por cromatografía de gases, proporcionado límites de detección de
10 pg de selenio [D’Ulivoy col., 1986]. El acoplamiento de ambas técnicas se ha
realizado a través de una interfase de níquel, forrada en su interior por un material inerte
como el vidrio [Harrison y col., 1989]. El empleo de disolventes orgánicas como
benceno, tetracloruro de carbono, etanol, etc.., puede dar lugar a solapamíentos entre las
señales del analito y disolvente. La señal del selenio puede ser reducida de forma
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considerable, probablemente debido a efectos de desactivación, por lo que el disolvente
orgánico a emplear debe ser previamente chequeado en su zona de emisión fluorescente.
El acoplamiento de la cromatografía líquida se ha empleado en la determinación
de Sea’ y SeVí a través de la incorporación del sistema de generación de hidruros, con
calentamiento en línea par microondas. Los límites de detección conseguidos fueron de
0.2 y 0.3 gg/L para selenita y seleniato respectivamente [Pitts y col., 1995].
Emisión atómica conplasmo inducido por microondas (MJP-AES)
En general éste es un buen detector para la cromatografía de gases, ya sea en la
determinación de compuestos volátiles o no, en cuyo caso se acude a la formación de
piazocompuestos [Harrisan y col., 1989; Talmí y col., 1974]. Por otro lado, posee
ventajas en cuanto a su capacidad multielemental frente a los detectores convencionales
de GC. La determinación simultánea de compuestos volátiles de selenio y de azufre en
agua de mar, permitió identificar DMSe (a 196 nni) y un compuesto de azufre no
identificado (a 181 nm), que eluian juntos de la columna cromatográfica [Tanzer y col.,
1990; 1992]. El límite de detección encontrado fue de 2.5 pg para DMSe. El
acoplamiento se ha empleado en estudios de bionietilación de selenio en suelos y lodos
[Reamer y col., 1980] y en análisis de aguas [Calle de la y col., 1995], con limites de
detección de 10 a 20 pg para DMSe y DMDSe.
Emisión atómica con plasmo de acoplamiento inductivo «CP-AES)
El mayor problema en el acoplamiento se debe a la perturbación originada en el
plasma, debido a su baja tolerancia al empleo de disolventes orgánicos, comúnmente
utilizadas como fase móvil en HiPLC. La deriva en el potencial del plasma, requiere
trabajar a potencias de radiofrecuencia superiores, además de la adición de oxígeno al
flujo de gas de nebulización [Hill y col., 1993].
La ventaja del empleo de ICP-AES sobre AAS se debe al amplio intervalo
dinámico y el menor nivel de interferencias químicas que le afectan. Por otra lado las
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interferencias espectrales influyen en menor proporción que con el empleo de ETAAS
[Kobayashi,1992].
El acoplamiento HPLC-ICP-AES puede realizarse par conexión entre la salida
de la columna cromatográfica y la entrada al nebulizador a través de un simple tubo de
teflón. En estas condiciones se ha llevado a cabo la determinación de SeíV y 5eV! con
limites de detección de 140 y 91 ng respectivamente [McCarthyy col., 1983].
Posteriormente, se ha empleado este acoplamiento en la determinación de SeCys2,
SeMet, selenita y seleniato en agua de mar sintética, alcanzando límites de detección
entre 16 y 60 ng [Harwood y col., 1997].
El tipo de nebulizador es importante en cuanto a la sensibilidad y compatibilidad
del acoplamiento. El empleo de la nebulización termoquímica permite la utilización de
un 75% de disolvente orgánico en la fase móvil, frente al 25% que admite como
máximo el nebulizador neumático de flujo cruzado. La generación del aerosol se basa
en la expansión adiabática de un líquido a través de un capilar calentado. El líquido es
vaporizado parcialmente, produciendo un aerosol calentado a la salida del capilar, el
cual es transportado por un flujo supersónico de vapor al ICP. Coma resultado, una gran
cantidad de disolvente puede llegar al plasma, mejorando la eficiencia de transporte
respecto a la nebulización neumática. El empleo de una cámara de condensación resulta
eficaz para la eliminación de las partículas de vapor del disolvente, preservando así la
estabilidad del plasma. El sistema se ha empleado en la separación de TMSe~, Se
t” y
SeVI, consiguiendo límites de detección de 14 aSí ng de selenio [Labarda y col., 1991].
Recientes estudios han conseguida una importante mejora en cuanto a los límites
de detección de especies de selenio en el acoplamiento HPLC-ICP-AES, a través del
empleo del nebulizador de inyección directa (DiN), que consigue mejorar la eficiencia
de transporte de la muestra en casi dos órdenes de magnitud frente al nebulizador
neumático convencional. La separación de especies orgánicas e inorgánicas por
cromatografía de cambio aniónico en el acoplamiento HPLC-D1N-ICP-AES,
proporciona límites de detección entre 0.3 y 0.6 ng de Se, utilizando un volumen de
inyección de 15 gL [Emteborg y col, 1998]. El método se ha aplicado al análisis de un
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material de referencia de trébol blanca, certificada en selenio total (CRM 402),
permitiendo la identificación de selenocistina junto con otra especie de selenio
desconocida. Los autores advierten de la presencia de interferencias espectrales
procedentes de carbono, dando lugar a una banda de emisión alrededor de la línea del
selenio (196,026 nm).
Otros trabajos presentan el acoplamiento HPLC-HG-MW-ICP-AES, de este
modo se mejora la sensibilidad de la técnica y se consigue reducir las interferencias. Los
autores determinan Se inorgánico, SeMet y SeEt en muestras de ama adicionadas, can
límites de detección de 2.2 a 4.1 ng [González LaFuente y col., 1996].
Especfrometda de masas con plasma de acoplamiento inductivo «CF-MS)
La técnica de ICP-MS proporciona mejor sensibilidad para la mayoría de los
elementos respecto a ICP-AES, y por lo tanto comparable a ETAAS, sin embargo posee
muchas ventajas frente a ésta última debido al menor nivel de interferencias, mayor
capacidad de análisis (multielemental, isotópico) y fácil acoplamiento en continuo.
En el acoplamiento con la cromatografía líquida surgen limitaciones en cuanto a
la elección de la fase móvil. La introducción de elevadas cantidades de disolventes
orgánicos, como ya se mencionó en la introducción (Capítulo 1, sección 2.3), además de
afectar a la estabilidad y propiedades del plasma, pueden ocasionar depósitos de
carbono en el cono muestreador. También debe controlarse el contenida salino de las
disoluciones regu]adoras empleadas en cromatografía iónica. Concentraciones salinas
elevadas, pueden originar depósitos en el sistema, proporcionando elevados midas de
fondo y depresión en las señales.
La determinación de especies de selenio por HIPLC-ICP-MS, empleando tanto
cromatografía iónica como fase inversa con formación de pares iónicos, proporciona los
mejores límites de detección (de 0.02 a 0.11 ng), permitiendo así la aplicación a
muestras reales [Muñoz Olivas y col., 1996a; Alsin Pedersen y col., 1997; Goessler y
col., 1997; Bird y col., 1997b].
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En el acoplamiento GC-ICP-MS, se han desarrollado métodos de dilución
isotópica con derivatización de selenita a piazoselenol. El limite de detección alcanzado
fue de 0.02 gg/L, empleando de 1-6 ~.tIen la inyección de muestra [Gallus y col., 1996].
La técnica de ICP-MS no está exenta de interferencias tanto espectrales como no
espectrales. Dentro de las primeras, las interferencias debidas a especies paliatómicas
pueden ser reducidas por adición de un bajo porcentaje de metanol a la fase móvil
(<6%) [Yang y col., 1995], proporcionando además un aumento de sensibilidad para
selenio en un factor de 4-5 [Muñoz Olivas y col., 1996b].
Otros autores han optado por el acoplamiento l{PLC-MW-HG-ICP-MS, con el
fm de aumentar la sensibilidad y reducir las interferencias tanto espectrales como de
matriz, sin embargo, presentan límites de detección similares a los obtenidos en otros
trabajos sin el acoplamiento a la generación de hidruros (0.02-0.06 ng) [González
LaFuente y col., 1996].
Yang y colaboradores en 1995, muestran las ventajas en el empleo de la
nebulización ultrasónica (USN), cuando la separación analítica requiere de elevadas
concentraciones de disolventes orgánicos. En la determinación de TMSe~, SeN y SeVl
en muestras de ama, los límites de detección están entre 0.02 y 0.07 ng. También se ha
considerado el empleo de sistemas micro-IIPLC, donde se requiere una menor cantidad
de disolvente orgánico [Laborda y col., 1991].
A continuación, se presenta en la Tabla 9 un resumen con los métodos
cromatográficas empleados en la determinación de especies de selenio.
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Tabla 9. Métodos cromatográficos para la determinación de especies de selenio, límites
de detección y aplicaciones.
(1) L.D. de la especie mencionada.
(2) Especies volátiles producidas por actividad microbiológica inducida en las muestras.
<3) Etapa previa de derivatización.
ESPECIES DETECCIÓN L.D.(ng Se) COLUMNA; F.M. MUESTRA REFERENCIA
CROMATOGRAFíA DE GASES
DMSe, OMOSe, FIDIECD --
DESe; DEDSe,
DPrSe, DPrDSe
20% PMPE 1
Chromosorb W
-- Evans y col., 1966
DMSe, DMDSe QFAAS 0.1 DC-550 1
Chromosorb WAW
aguas Cutter, 1978
DMSe, DMDSe QFAAS 0.1 5% OV-3 1
Chromosorb WHP
aguas Cookeycol, 1987
DMSe, DMDSe QFAAS 0.1 3% OV-lOl /
Chromosorb W
suelos<2~ Karlson y col.,1988
DMSe, DM05; CT-ETAAS 0.l-0.2<~~
DESe
10% PMPE 1
Chroniosorb W
aguas<2~ Jiangycol., ¡982
OMS; OMOSe, CT-ETAAS 0.005-0.02<’~
DESe
1.5% OV-1 1
Shimalite W
suclos<2> Gui-bm y col.,
¡992
DMSe, OMOSe, MIP-AES 0.O2~’>
DESeO
2
3% 0V-lo 1 1
Cbrornosorb 750
suelos<
2> Reamer y col.,
1980
DMSe y DM~DSe MIP-AES 0.01 WCOT Fused Silica
CP-Sil-5 CB
aguas Calle dc lay col.,
1995
CROMATOGRAFiA DE LÍQUIDOS
cambio ¡¿nico
SeCys
2, SeMet, UY --
Se-aa
Aminex A-A; citrato
0.2N, pH’3.2 y 4.2
plantas Martin y col., 1969
Se-aa, Se”’, NAA —
TMSe~
Rio~RadAG.50VrtX8,
LiNO3 O.SM
orina B¡ocky y col.,
1985
SeN, Se”’, M’W-HG-AAS 1.1-2.2
TMSe
Hamilton PRP-X-100;
fosfato O. JAL pff=6
8
aguas Cobo y col,, 1995
Se”’, SCVI ETAAS 1 y 0.6
FAAS Syll
ESA Anion ff1;
ftalato3mM,pH=7
aguas KÓlbl y col., 1993
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ESPECIES DETECCIÓN L.D.(ng Se) COLUMNA; F.M. MUESTRA REFERENCIA
TMSet Se~.
Se”T
SeN, Se9
TMSet Ser”,
SeVI
Iv VI
Se .Se
SeCys
2, SeMet
Se”’ y
Selv y Se~
1
TMSe~, Se”’,
Seví
SeN, 5ev!
SeCys
2, SeMet
ETAAS
ETAAS
ETAAS
ETAAS
HG-AFS
ICP-AES
ICP-AES
ICP-AES
10 DowexSOW-X8;
HCl 4M
-- Dowex SOW-X8;
HCI 4M
0.76.1.67 Nucleosil 100-SR;
citrato 1 OmM
pH=3 y?
0.8-1.7 Hamilton PRP-X-100;
aCetato de níquel,
pH’~6. 5
0.2 y 0.3 BAX-1O; sulfato
potásico 2Sy
100 mM pH”’S
140 y 91 NucleosilNH(CI-13)2
tampónpH=4. 6y 69
14-54 Waters IC-PAK;
citrato 8OmM pH=3. 3
16-60 Dionex ASIOy ASIJ;
carbonato 1 OmM
pH=11; NaOH
lOmMpH=11.8
aguas Foster y col., 1986
Oyamada y col.,
1987
--Laborda y col.,
1993
levadura Gilon y col., 1996
Pitts y col., 1995
McCarthy y col.,
1983
Laborda y col.;
1991
aguas
aguas
agua de mar Harwood y col.,
sintética 1997
Selv, Sev!,
SeCys2, SeMet
DIN-ICP-AES 0.3-0.6 FAX-lOO; carbonato
2OmM pfI=IO
trébol Emteborg y col.,
CRM402 1998
SeN, Se”’,
SeCys2, SeMet
Iv vi
Se .Se
SeCys2, SeMet,
SeEt, TMSe~,
Se-hCys2
ICP-MS 0.07-0.11 IC AN-2; Salicilato
6mM-TRIS, pH=8.S,
3%MeOH
ICP-MS
trébol
CRM4O2
--Supelcosil LC-SXC;
Piridina 2OmM-
ácidofórmico
pH”S
Alsin Pedersen y
col., 1997
Goessler y col.,
1997
fase inversa
— C,e Rondapak;
MeOH-agua
44 y 31 Nucleosil-C,8;
MeO>?
17 Nucleosil-C,8;
MeO>?
eritrocitos Gantber y col.,
1984
arma
suplementos
nutricionales
Blaísycol., 1991
Matni y col., 1995
SeCys, SeMet,
SeCys2<
3~
THC-AAS 1.0-1.1 Nucleosil-5N0
2;
MeOHITEA¡AcH
plantas Leiy col., 1995
SeCys<l>
TMS¿,
Se~co1ina<
3)
SeMet(3>
MS
THG-AAS
THG-AAS
fase inversa confonnación depares ¡inicas
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ESPECIES DETECCIÓN L.D.(ngSe) COLUMNA; F.M. MUESTRA REFERENCIA
SeCys2, SeMet,
SeEl.
Se”’, Se”’
ETAAS
HC-AAS
2.5
0.5
Sphesisorb C,8;
DJiIAB ¡a
3 mM;
acetato apH=5 y
7.5; 0.5%/ideO>?
arma Marchante-Gayón
y col., 1996
SeCys
2, SeMel ETAAS 1.0 y 0.8 Hamilton PRP-J;
TEAB, 3-JO%ACN
trébol
CRM4O2
Potin-Gautier y
col., 1993
Se,,,0~, SeCys2,
SeMet
ETAAS 3.3-4.7 Hamilton PRP-J;
HSNS, 1% ACN
pH=2.4
levadura Gibo y col., 1995
~ SeMet,
SeEt
MW-HG-AAS
HG-ICP-AES
HG-lCr-MS
0.5-0.8
2.24.1
0.02-0.07
Spheiisorb C15;
acetato U/AL
pH=
4.S
onna González LaFuente
y col., 1996
TMSet SeCys
2,
SeMet
lCr-MS 0.02-0.06 Hamilton PRP-1;
PSNS, 2% MeO>?
levadura Mufloz Olivas y
col., 1996a
TMSe~, Se”’,
Se”’
USN-ICP-MS 0.02-0.07 HamiltonPRP-J;
TRAR, 3-JO%MeOH
orina Yang y ccl., 1995
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CAPÍTULO III
APARATOS, REACTIVOS Y
PROCEDIMIENTOS

Aparatos, Reactivos y Procedimientos
1. APARATOS Y MATERIAL
4 Espectrómetros de masas con plasma de acoplamiento inductivo, modelos:
VG Eclipse (Fisons Instruments)
~ VG PlasmaQuad 3 (PQ3) (Thermo Instruments)
En la Tabla 10 se indican los componentes instrumentales para ambos modelos
de ICP-MS.
Tabla 10. Componentes instrumentales de los equipos ICP-MS utilizados.
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4 t
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programa PQ Vision 440 4
4 pH-metro modelo MicropH 2001 (Crison).
4 Balanza analítica con sensibilidad de 0.1 mg (Sartorius).
4 Placa calefactora modelo Plactronic (P-Selecta).
4 Estufa de secado modelo Digitronic (P-Selecta).
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4 Frigorífico y congelador (Zanusi).
4 Micropipetas de volumen variable y fijo (Biohit).
4 Separador de fases gas-liquido de vidrio en forma de U, con sistema de refrigeración
por recirculación de agua fría. Diseñado en el laboratorio de Química Analítica de la
U.C.M.
4 Bomba eléctrica para extracción a vacío modelo D-95 (Dinko)
4 Bomba peristáltica (Gilson HP-4).
4 Bomba de HPLC modelo CM4000 (Milton Roy).
4 Válvula de inyección de seis vías para sistemas de flujo continuo (Omnifit), provista
de bucles de inyección dc 50, 100, 150 y 250 gL.
4 Válvula de inyección de seis vías para HPLC con bucle de inyección de 100 ~sL
(Milton Roy).
4 Columnas analíticas (Phenomenex):
~ Spherisorb ODS/AMINO de 5 j.i.m, 250 x 4.6 mm.
Hamilton PRP1 deS jim, 150 x 4.1 mm.
~ Spherisorb SAX de 5 prn, 250 x 4.6 mm.
4 Papel de filtro, 0 150 mm (Schleicher & Schuell, banda azul).
4 Discos de nylon de 0.45 j.J.m (Millipore).
4 Tubos flexibles de Tygon (Gilson).
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4 Cartuchos de extracción (500 mg C18) Bond Elut (Varian).
4 Sistema de purificación de agua Milli-Q (Millipore).
4 Argán C-45 (Carburos Metálicos).
2. REACTIVOS Y MUESTRAS
2.1. DISOLUCIONES PATRÓN DE ESPECIES DESELENIO
4 Disolución patrón de SeN de 1000 ± 5 mg¡L, en medio HNO3 0.5 moiJL
(Spectrosol). Empleado también, como disolución madre, en la preparación de
calibrados de selenio total.
4 Disolución patrón de SeVl de 1000 mgl, preparada por disolución de 0.61040 g de
seleniato sódico (Aldrich) en 250 mL de agua Milli-Q.
4 Disolución patrón de cloruro de trimetilselenonio de 1000 mg/L en Se, preparada
por disolución de 0.50490 g de TMSeCI (sintetizado en el laboratorio según el
método de Palmer y colaboradores de 1969*) en 250 mL de agua Milli-Q.
4 Disolución patrón de selenometionina de 1000 mg/L en Se, preparada por
disolución de 0.62090 g de SeMet (Sygma) en 250 mL de agua Milli-Q.
4 Disolución patrón de selenocistina de 1000 mgl en Se, preparada por disolución de
0.52890 g de SeCys2 (Sygma) en 250 mL de HCI 0.36 maLi.
4 Disolución patrón de selenoetionina de 1000 mg/L en Se, preparada por disolución
de 0.66521 g de SeEt (Sygina) en 250 mL de agua Milli-Q.
* Palmer, LS.; Fisber, D.D.; Halverson, A.W.; Olson, O.E., Biochint Biophys. Acta, 177, 336 (1969).
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A partir de las disoluciones madre de 1000 mg/L se prepararon las disoluciones
patrón intennedias de 10 mgl, las cuales se conservaron en ausencia de luz y a 4 0C
durante un periodo de tiempo no superior a tres meses. Las disoluciones de trabajo se
prepararon diariamente a partir de los patrones intermedios.
2.2. REACTIVOS
4 Disolución patrón de indio de 1000 ± 5 mg/L, en medio FINO
3 0.5 moVL
(Spectrosol), empleada coma patrón interna tras la correspondiente dilución, en la
realización de calibrados de selenio en ICP-MS.
4 Disolución de borohidruro sódico 0.5% (m/v), preparada por disolución del sólido
(Aldrich) en agua Milli-Q y estabilizada con 0.1% (m/v) de hidróxido sádico
(Merck). Las disolución resultante se filtra para eliminar la turbidez y se conserva en
nevera a 4 oc.
4 Acido clorhídrico del 37% de riqueza (Carlo Erba, banda azul).
4 Ácido sulffirico del 97% de riqueza (Carlo Erba, banda azul).
4 Ácido nítrico del 70% de riqueza (Merck).
4 Ácido perclórico del 65% de riqueza (Carlo Erba, banda roja).
4 Acetonitrilo, metanol y cloroformo de grado HPLC (Carlo Erba y Scharlau).
4 Para los estudios de interferencias se emplearon sales de Merck y disoluciones de
metales para absorción atómica de Fisher.
4 Para el control y ajuste del instrumento se emplearon disoluciones patrón para ICP-
MS, conteniendo 1000 mgl de Be, Mg, Co, In, Bi, Ce y U (Spectrosol). La
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preparación de las disoluciones de trabajo se realizó a través de la dilución adecuada
en medio HNO3 al 2% (y/y).
4 Silicona anti-espumante (Merck).
4 Disolución patrón de Litio de 1000 mgl (Spectrosol), empleada tras la
correspondiente dilución, para la determinación del volumen muerto en los
acoplamientos HPLC-ICP-MS.
4 Disoluciones de bromuro de tetraetilamonio de 1.0 mmoVL, preparada par
disolución del sólido(Sigma) en agua Milli-Q.
4 Disolución de 1 -pentanosulfonata sódico de 1.0 mmaVL, preparada por disolución
del sólido(Sigma) en agua Milli-Q.
4 Ácido ortafosfórico 85% de riqueza (Carlo Erba), hidrógenofosfato disódico y
dihidrógenafosfato sádica (Panreac).
4 Disolución reguladora de fosfato 5 mmol/L a pH2.7, preparada por mezcla de
disoluciones de H3P04 y NaH2PO4 de la misma concentración, hasta alcanzar el pH
adecuado.
4 Disoluciones reguladoras de fosfato 3.5 y 7 mmol/L a pH6.0, preparadas por
mezcla de las disoluciones de NaH2PO4 y, Na2HPO4 correspondientes, hasta
alcanzar el pH adecuado.
4 Disolución reguladora de fosfato 0.1 malI a pH7.S, preparada por mezcla de las
disoluciones de NaH2PO4 y, Na2HPO4 0.1 mol/L, hasta alcanzar elpH adecuado.
4 Disolución de suero artificial, para ensayos de ffierza iónica, preparada por
disolución de 3.5 g de NaCí, 1.5 g KCI, 2.5 g de NaHCO3 y 20 g de glucosa (Merck)
en 500 mt de agua Milli-Q.
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4 Enzima Subtilisina, procedente de bacillus subtilis, actividad 30 mAnsan-E/mg a
pH=7.5 y 37 0C (Merck).
2.3. MUESTRAS
4 Agua certificada en selenio (Setpoint Laboratory Standars, A.P.G.) conteniendo
35.499±5.134¡igl.
4 Agua con valores de concentración recomendados en SeN y SeV¡ (BCR CRM603)
conteniendo 35±2y 45±4¡.±g/Lpara cada especie respectivamente, en medio NaCí
(20.0 gIL).
4 Agua con valores de concentración recomendados en Se”’ y SJ (BCR CRM6O2)
conteniendo 5.8±0.4y 7.7±0.7¡tg/L para cada especie respectivamente, en medio
NaCí (20.0 g/L).
4 Agua de grifo, recogida en los laboratorios de la Facultad de CC. Químicas
(U.C.M.)
4 Suero sanguíneo liofilizado, Precinorm U (BoehringerMannheini, Germany).
4 Muestra de mejillón liofilizada, certificada en selenio total (CRM. 278) conteniendo
1.66±0.04pg/g.
4 Muestras de atún y mejillón liofilizadas (B.C.R.), no certificadas en selenio con
referencias: T22 luna (7), T22 luna (10), T30 luna, No 0426 luna, No 0724 Tuna
(para las muestras de atún) y TiS Mussel, No 919 Mussel Tissue (para las muestras
de mejillón).
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3. PROCEDIMIENTOS PARA LA DETERMINACIÓN DE SELENIO TOTAL Y
DE SUS ESPECIES
3.1. ICP-MS
En todos los experimentos realizados se procedió a la optimizacián de los
parámetros operativos del ICP-MS. Para ello se empleó en primer lugar, ima disolución
patrón conteniendo Be, Mg, Co, In, Bi, Ce y U (25 ¡¡gIL para el modelo Eclipse y
10 ¡±g/Lpara el modelo PQ3). La monitorización de varios elementos es necesaria para
la optimización tanto de la sensibilidad del instrumento cama de la resolución del
cuadrupolo. A continuación, la sensibilidad del equipo se ajustó para la determinación
particular de selenio, a través del chequeo de una disolución de este elemento (50 y
20 ¡igl para los modelos Eclipse y PQ3 respectivamente). Las condiciones óptimas de
operación en el análisis de selenio por ICP-MS se encuentran reflejadas en la Tabla 11,
situada al final de este capítulo.
3.1.1. Introducción de muestra por nebulización continua
Las disoluciones conteniendo el analito se nebulizaron durante al menos 2
minutos, para asegurar la estabilidad de la señal con el tiempo. En el estudio de
interferencias, este tiempo fue aumentado a 10 minutos, con el fm de evitar posibles
errores provocados por la obturación del sistema. Durante el estudio de interferencias,
las lecturas de analito obtenidas en presencia del elemento matriz fueron comparadas
continuamente con la señal de selenio en ausencia de concomitantes, controlando de
este modo las posibles pérdidas de sensibilidad. Además, se procedió al chequeo
continuo de la disolución blanco [FINO32%(v/v)], con el fin de asegurar posibles
efectos memoria.
3.1.2. Introducción de muestra por inyección en flujo
Para llevar a cabo la introducción de muestra por inyección en flujo, es
suficiente insertar una válvula de inyección (válvula rotatoria hexagonal) entre la bomba
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peristáltica y el nebulizador del ICP-MS. En el sistema de inyección en flujo se eligió un
volumen de inyección de 100 ¡iL y una longitud del tubo de conexión, entre la válvula de
inyección y el nebulizador, de 40 cm (0.5 mm de diámetro interno>. Las señales
transitorias obtenidas se evaluaron en términos de área de pico.
En ambos métodos de introducción de muestra se realizaron calibrados a
relación miz 77, 78 y 82, con un mtervalo de concentraciones entre 5 y 250 ¡igl para el
modelo Eclipse y entre 0.5 y 50 ¡‘giL para el modelo PQ3.
3.2. HG-ICP-MS
3.2.1. Generación del hidruro en continuo
El acoplamiento del sistema de generación de hidruros (Figura 9, superior) se
realizó por conexión de la línea de argón de nebulización al separador de fases gas-
líquido y unión de este separador al canal central de la antorcha, a través de un tubo de
goma.
Las disoluciones de la muestra ácida [en medio HCI 0.6 molIL] y del reductor
[NaBH4 0.5% (mlv)] son impulsadas por la bomba peristáltica a un caudal de 3.5 y
1.7 mL/mm respectivamente. La muestra ácida y la disolución de reductor confluyen en
la cámara de mezcla o reactor, produciéndose la reacción de generación del hidruro. Los
productos de la reacción son conducidos hasta el separador gas-líquido en forma de U,
produciéndose la decantación de la fase líquida hacia el desecho, mientras que los gases
son transportados por una corriente de gas argán (1.0 L/min) hacia la antorcha del ICP.
Los análisis se realizaron bajo las condiciones de operación reflejadas en la Tabla 11.
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3.2.2. Generación del hidruro con inyección en flujo
En el método por inyección en flujo (Figura 9 inferior) se inyecta un volumen de
muestra (100 pL), con la ayuda de la válvula de inyección, en el caudal de la disolución de
ácido mezclándose en el primer reactor. Seguidamente, la muestra ácida se hace confluir
con la disolución de reductor en la segunda cámara de mezcla, produciéndose el hidruro de
selenio, que al igual que en el método en continuo se separa de la fase líquida y se
transporta a la antorcha a través de una corriente de argón.
El calibrado se realizó, en ambos procedimientos, entre 0.05 y 10.0 ¡‘gIL de Se,
a las relaciones m/z 77, 78 y 82.
3.2.3. Preparación de muestras
a) Tratamiento de muestras de agua para el análisis de selenio inorgánico por
generación de hidruros
Las muestras de agua fueron acidificadas en medio ácido clorhídrico 4.5 molIL
(3 mL de HCl concentrado por cada 5 miL de muestra) y calentadas a 100 0C durante
quince minutos, de esta forma los seleniatas se reducen a selenitos permitiendo la
determinación del selenio inorgánico total. El proceso se realizó en vasos de precipitado
de vidrio Pyrex de 25 mt tapados con vidrios de reloj, sobre placa calefactora. Las
muestras se dejaron enfriar y fueron transferidas a matraces aforados de 10 mL,
enrasándose con agua Milli-Q. Las muestras se analizaron por HG-ICP-MS en continuo
y con inyección en flujo, según el esquema de la Figura 9.
La determinación de Se”’ se llevó a cabo sin tratamiento previa de las muestras,
bajo las condiciones de operación indicadas en la Tabla 11. En el análisis de la muestra
de agua de grifo, fue necesario aumentar la concentración clorhídrica hasta 2 mali para
eliminar las interferencias procedentes de metales de transición, evitando así el emplea
del método de adiciones estándar.
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La determinación de Se” en las muestras se llevó a cabo por diferencia entre la
concentración de selenio inorgánico total y la concentración de SeIV.
b) Preparación de muestras de suero para el análisis de selenio total e inorgánico por
generación de hidruros
En primer lugar, las muestras de suero liofilizada (Precinorm U) fUeron
reconstituidas con 5 mL de agua Milli-Q.
La determinación de selenio total se realizó por adición 2 mL de una mezcla
HNO3:H2504:HCIO4, en proporción 3:1:1, a 2.5 mL de muestra. La mineralización se
realizó en reactores a presión, mantenidos a 120
0C en estufa durante toda la noche. Para
la reducción de Se” a Se”’, se procedió como en las muestras de agua, aumentando el
volumen de ácida clorhidrica concentrado (10 mt) y el tiempo de digestión (30 min),
debido a la presencia de ácidos oxidantes. Las muestras se dejaron enfriar y fueron
transferidas a matraces aforados de 25 mL, enrasándose can agua destilada Milli-Q.
El análisis del SeN presente en la muestra de suero, se realizó por simple
dilución de 1 ml de muestra, no sometida a mineralización, en un factor de 100.
Mientras que la detenninación del selenio inorgánico total se realizó a través de la
previa reducción del SeVI con HCI concentrado, siguiendo e] procedimiento descrito
anteriormente para las muestras de agua. La adición de 2 gotas de silicona líquida fue
necesaria para evitar la formación de espumas en la reacción de generación del hidruro.
Las muestras se analizaron por HG-ICP-MS en continuo y empleando el método
de inyección en flujo, según el esquema de la Figura 9. La determinación de selenio
total se realizó mediante calibración convencional, mientras que fue necesario el empleo
del método de adiciones estándar en los análisis de SeN y de selenio inorgánico total.
Los análisis realizados sobre la muestra de suero permitieron la diferenciación
entre Se1”, Se”’ (por diferencia entre la concentración de selenio inorgánico total y la
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concentración de Se1”) y selenio orgánico total (por diferencia entre las concentraciones
de selenio total y de selenio inorgánico total).
3.3. HPLC-ICP-MS
La separación cromatográfica de TMSe~, SeCys
2, SeMet, SeEt, SeIV y Se”
1 se
realizó por inyección de una disolución conteniendo las seis especies en la columna
analítica (Spherisorb 5 ODS-AMINO), empleando inicialmente una disolución
reguladora de fosfato 3.5 mniol/L a pH=6, como fase móvil, a un caudal de
1.00 mL/mm. Después de cinco minutos se cambia de eluyente, a una disolución de
fosfato de mayor concentración (7.0 mmolJL) a pH=t6, empleando un gradiente lineal de
un minuto de duración. El procedimiento finaliza cuando se ha producido la elución de
todas las especies (30 minutos), registrándose el cromatograma.
La separación cromatográfica de TMSet SeCys
2, SeMet y SeEt se realizó en
modo isocrático empleando una disolución reguladora de fosfato 5 mmol/L a pH~2.8,
con un flujo de elución de 1.00 miL/mm. El cromatograma se registra durante
10 minutos, habiendo eluido las cuatro especies de la columna analítica.
El acoplamiento HPLC-ICP-MS se realizó por conexión entre la salida de la
columna analítica y el nebulizador a través de un tubo capilar de PTFE de 20 cm de
longitud y 0.5 mm de diámetro interno.
En ambos procedimientos cromatográficos se realizaron calibrados de selenio
para cada una de las especies, a relaciones ni/z 78 y 82, en el intervalo de
concentraciones de 5.0 a 200 ¡igl de Se (VG Eclipse) y de 0.5 a 20.0 ¡ig/L de Se (VG
PQ3).
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3.3.1. Preparación de muestras
3.3.1.1. Tratamiento demuestras de orina
Las muestras de arma humana (4 mL) se filtraron (con la ayuda de un sistema de
vacío) a través de cartuchos Bond Elut C18, previamente acondicionados con 5 mL de
metanol, seguido de 5 mL de agua Milli.Q. A continuación se procedió al lavado de los
mismos con 5 mL de tampón fosfato 3.5 mmoL
1L a pH=6. El filtrado se recogió en
matraces aforados de 10 mL que fueron enrasados con agua Milli-Q. Este método de
preparación de muestra se ha representado en la Figura 10.
La determinación del selenio total presente en las muestras se realizó mediante
myección en flujo en el ICP-MS, mientras que la determinación de las especies se llevó
a cabo a través del acoplamiento HPLC-ICP-MS, empleando el método cromatográfico
a pH6 (descrito en el apanado 3.3). En ambos casos, las muestras se analizaron bajo
calibración convencional, registrándose la señal de los isótopos 785e y 825e, en el
intervalo de concentraciones de 0.5 a 20 ¡‘gIL de selenio.
SmLMeOH 4 mL arma
—II —
II
~ 5 mL 1420
ACONDICIONAMIENTO
3:mMpH=6
4 4
FILTRADO LAVADO
enrase con
1420
muestra (2/5)
Figura 10. Esquema de preparación de muestras de orina,
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3.3.1.2. Preparación de muestras de atáis y mejillón
a) Determinación de selenio total
Se pesaron aproximadamente 250 mg de muestra de pescado o molusco
liofilizado, con una precisión de ±0.01 mg, y se adicionaron 2 mL de la mezcla
FINO3:l-12504:HClO4 en proporción 3:1:1. La mineralización se llevó a cabo en
reactores a presión, mantenidos a 120
0C en estufa durante toda la noche. El producto de
la digestión se transfirió a matraces aforados de 25 mL y se adicionaron 0.5 ¡ig de indio
como patrón interno, finalmente las muestras sc enrasaron con agua Milli-Q. El análisis
se realizó por nebulización continua en el ICP-MS a relaciones m/z78 y 82, y mediante
calibración convencional entre 5.0 y 100 ¡‘g/L de selenio, can 20 ¡ig/L de In como
patrón interno.
El mismo procedimiento se llevó a cabo para la determinación de selenio total en
los extractos líquidos, procedentes de muestras de atún y mejillón sometidas a hidrólisis
enzimática.
b> Determinación de especies de selenio
Para la determinación de especies de selenio en muestras de pescado se
ensayaron procesos de hidrólisis tanto ácida como enzimática. La necesidad de
obtención de un extracto limpio, requiere de la previa eliminación de las grasas
presentes en las muestras.
EXTRACCION DE GRASAS
Se pesaron entre 200 y 250 mg de muestra de pescado o molusco, con una
precisión de ±0.01 mg, sobre éstas se realizó la extracción de las grasas, en tubos de
centrífuga, a través del siguiente procedimiento:
126
Aparatos, Reactivos y Procedimientos
• Primera extracción con 6 mL de CH3OH:CI3CH (2:1) con agitación por
ultrasonidos durante 5 minutos.
• Segunda extracción con 6 mL de CI-130H:Cl3CH (1:2) con agitación por
ultrasonidos durante 5 minutos.
La fase líquida se desechó y se realizó a la determinación del selenio total
presente en el sólido, siguiendo el procedimiento descrito en el apartado anterior,
comprobándose la ausencia de pérdidas de selenio durante el proceso de extracción de
las grasas.
HIDRÓLISIS ÁCIDA
La muestra de pescado sólida, tras la extracción de las grasas, se sometió a
hidrólisis ácida por adición de 5 ml de HCl 3N. El proceso de calefacción se realizó a
70 oc durante 1 hora en bloque de aluminio. Posteriormente, las muestras se filtraron a
través de filtros de nylon de 0.45 ¡‘m y el extracto liquido se neutralizó con NH3,
enrasándose finalmente a 10 mL con agua Milli-Q.
Los extractos fueron analizados por HPLC-ICP-MS a relaciones m/z 78 y 82,
empleando el método cromatográfico a pH6 (descrito en el apanado 3.3.), mediante la
calibración por adiciones estándar, entre O y 30 ¡igl de Se por especie.
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA
Las muestras de atún o mejillón, tras la extracción de grasas, se sometieron al
proceso de hidrólisis enzimática en dos etapas: en primer lugar, se llevó a cabo la
adición de 20 a 25 mg de subtilisina (10% (mIni) respecto al peso de muestra) y 5 mL
de tampón fosfato 0.1 mol¡L a pH=7.5, con calentamiento en estufa a 37
0C durante 24
horas. La segunda etapa se realizó por adición de una nueva cantidad de enzima (igual a
la empleada en la primera etapa) y de nuevo calentamiento a 37 0C durante 24 horas.
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Seguidamente se procedió al filtrado de las muestras a través de cartuchos de
C18, acondicionados y lavados según el procedimiento descrito para las muestras de
orina en el apartado 3.3.1.1., igualmente, las disoluciones filtradas se recogieron en
matraces aforados de 10 mL y se enrasaron con agua Milli-Q.
La determinación de especies de selenio contenido en los extractos, se llevé a
cabo a través del acoplamiento HPLC-ICP-MS, registrando la señal de selenio a
relación m/z 78 y 82. La ausencia de especies inorgánicas de selenio en las muestras,
permitió el análisis a través del método cromatográfico a pH2.7, descrito en el
apanado 3.3. anterior. Las muestras fueron analizadas interpolando la señal obtenida en
un calibrada convencional preparado entre 0.5 y 20 ¡‘gIL de selenio por especie.
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Tabla 11. Condiciones instrumentales para el análisis de selenio por ICP-MS.
Parámetros comunes (CN, FI y HG)
Potencia de rf aplicada
Potencia de rf reflejada
Caudal de Ar de enfriamiento
Caudal de Ar auxiliar
Caudal de Ar de nebulización
Posición de la antorcha<l)
Presión en la zona de expansión
Presión en la zona del analizador
Temperatura de la cámara de expansión
1350W
2.2 W
14.0 L/min
0.9L/min
1.0 L/min
4 mm
1.95 mbar
7.7 ~ ío7 mbar
80C
Parámetros específicos de operación en CN
Caudal de entrada de muestra al nebulizador
Modo de adquisición de datos
Tiempo de integración
Puntos por pica
0.7 mL/mm
Salto de pico
0.5 s
3
¡ Parámetros específicos de operación en HG
Concentración de NaBH.s
Cauda! de bombeo de la disolución deNaBl-t
Concentración de HCI
Cauda] de bombeo de la disolución de HCI
0.5% nv’v
1.7 mL/min
0.6 mali
3.5 miL/mm
Parámetros específicos de operación en FI y HPLC
Caudal de entrada al nebulizador~2~
Volumen de inyección
Modo de adquisición de datas
Tiempo de integración
Puntos por pico
I.OmL/min
100 gL
2.5 s
499
Parámetros específicos de operación en HPLC
Columna analítica
Fases móviles (disolución tampón de fosfato)
Spherisorb ODS/NH
2
5.0 mmoVL (pH=2.7)
3.5 mmol]L (pH6.O)
7.0 mmot/L (pH6.O)
<~> Posición respecto a la primera espira del coil del generador de rL
(2) Referido al caudal de la disolución portadora para el método FI y de la fase móvil
para el procedimiento por HPLC.
(3> Monitorización simple de un sólo ion.
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CAPÍTULO IV
DETERMINACIÓN DE
SELENIO POR ICP-MS

Determinación de selenio por ICP-MS
1. ESTUDIOS PRELIMINARES
La técnica de ICP-MS proporciona una elevada sensibilidad en la determinación
de la mayoría de elementos del Sistema Periódico, sin embargo el análisis de selenio
presenta una serie de problemas. En primer lugar, debido a su elevado potencial de
ionización (9.752 eV) el selenio sólo se ioniza en un 33% en un plasma de argán,
mientras que la mayoría de elementos se ionizan en un 90% [Jarvis y col., 1992; Stroh y
col., 1993; Tao y col., 1993] y por otro lado, su isótopo más abundante, 80Se, sufre
severas interferencias espectrales originadas por la formación de dímeros de argán
[Pretty y col., 1993; Heitkemper y col., 1990] y esto obliga a la elección de isótopos de
menor abundancia relativa, con la consiguiente pérdida de sensibilidad.
Las prestaciones analíticas de la técnica de ICP-MS se ven fúertemente
influenciadas por el sistema de introducción de las muestras en el plasma. La selección
del mejor procedimiento de introducción de muestras dependerá de su estado fisico
(sólido, liquido o gas), de la matriz que acompaña al analito (interferencias que produce,
contenido salino), de la cantidad de muestra disponible y del posible deterioro que pueda
pmducir sobir el instrumento (contenido ácido, salino. .3
El sistema más empleado para la introducción de muestras liquidas en la técnica de
ICP-MS es la nebulización continua, pero existen otros sistemas alternativos entre los que
podemos distinguir:
> Aquellos que se emplean para reducir el nivel de interferencias o aumentar la
información sobre la muestra en conjunción con el sistema de nebulización
convencional, tales como la inyección en flujo (FI) y la cromatografia líquida
(generalmente HPLC).
> Los que reemplazan al sistema de nebulización, mejorando la eficiencia de
transporte de la muestra y por lo tanto rebajando los limites de detección, como
la vaporización electrotérmica (ETV?), la generación de hidruros o vapor frío
(HG), la cromatografia de gases (GC) y la ablación con láser (LA).
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Dentro de los sistemas de nebulización de muestras líquidas, el método
convencional es la nebulización neumática. En el desarrollo del presente trabajo se empleó
un nebulizador de flujo concéntrico (Meinhard) junto con una cámara de expansión de
doble paso (Scott). Con este sistema, la eficiencia de transporte de la muestra al plasma es
tan sólo del 1 al 2%.
1.1. DETERMINACIÓN DE SELENIO POR NERULIZACHiN CONTINUA
La determinación de selenio por ICP-MS se llevó a cabo mediante
monitorización de varios isótopos de selenio. En la elección de éstos se consideró tanto
la abundancia natural como la presencia de un menor número de interferencias
espectrales. En Ñnción de estas propiedades se eligieron tres isótopos: “Se, ~ y 82
El trabajo experimental presentado en esta tesis se ha realizado con dos modelos
diferentes de ICP-MS: Eclipse (VG, Fisons Instruments) y PQ3 (VG. Thermo
Instruments). En algunos casos se realizó la duplicación de experimentos, sin embargo
la disponibilidad de ambos instrumentos no Ñe simultánea por lo que algunos estudios
se desarrollaron con un sólo equipo.
1.1.1. Optimización de parámetros instrumentales
El análisis a través de la técnica de ICP-MS requiere de una exhaustiva
optimización de parámetros instrumentales. En la presente sección se estudia la
influencia de los parámetros instrumentales más críticos en la sensibilidad de la
determinación de selenio por ICP-MS, como son el caudal del gas de nebulización y la
potencia de radiofrecuencia aplicada al plasma.
Caudal del gas de nebulización
El caudal del gas de nebulización se considera el parámetro instrumental más
crítico en la sensibilidad de la técnica, por ello se ha evaluado su influencia sobre la
relación señal/mido para los tres isótopos de selenio más comúnmente empleados en el
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En principio, un valor de potencia de radiofrecuencia de entrada de 1150 W es
suficiente para la ionización de la mayoría de los elementos, sin embargo en el caso del
selenio la ionización puede mejorar superando este valor debido a su elevado primer
potencial de ionización. De los estudios realizados se observa que la potencia de
radiofrecuencia de entrada óptima es 13 50W, ya que a este valor se alcanza la mejor
relación señal/ruido para los tres isótopos de selenio ensayados. En el modelo Eclipse
no se encontraron diferencias significativas con el empleo de los dos valores de potencia
de radiofrecuencia disponibles.
1.1.2. Caracteristicas Analíticas
Las características analíticas para la determinación de selenio en ambos modelos de
ICP-MS (bajo las condiciones de óptimas de operación indicadas en la Tabla 11), así como
los datos de calibración, se recogen en la Tabla 12.
Tabla 12. Datos de calibración y características analíticas para la determinación de selenio
por ICP-MS con introducción de muestra pornebulización continua.
“0’ es la concentración de Se en jig/L e “y” es la señal en cps (lectura con substracción del
blanco).
* Calculada para una concentración de 25 pgfL en el modelo Eclipse y 5.0 gg/L en el
modelo PQ3 (n=5).
Modelo Ecuación de calibración r~ LD. %RSD*
Y~(flttSa)+(b±tSh~C (pg/L)
“Se y(0±1)x103+(51±1)xlO’c 0.99992 2.2 1.8
Eclipse ~Se r (1 ~ 2)x103 + (166±2)xlO’c 0.99996 1.5 1.4
~Se y~(0±1)x10~+(59+ 1)xlO’c 0.99992 2.0 1.7
“Se y~ (1±1)x102 + (532±6)c 0.99992 0.1 0.5
PQ3 7SSe y~ (6±5)x102 + (168±3)xlO’c 0.99990 0.9 1.1
~Se y (1 ±1)x102 + (658±6)c 0.99992 0.1 0.4
137
Dete~inación de selenio por ICP-MS
Los limites de detección (L.D.) fueron calculados siguiendo las nonnas de la
IUPAC [Long y Winefordner, 1983], como tres veces la desviación típica de diez medidas
del Manco. La precisión expresada como el porcentaje de desviación típica relativa
(%RSD) fUe evaluada a partir de cinco medidas de una disolución patrón de selenio
conteniendo 25 gg/L para el modelo Eclipse y 5~íg/Lpara el modelo PQ3.
Los resultados obtenidos para la determinación de selenio por ICP-MS,
demuestran la existencia de diferencias importantes entre ambos modelos. En primer
lugar, los límites de detección para los tres isótopos mejoran de forma considerable con
el modelo PQ3. Por otro lado, el análisis isotópico muestra que el menor L.D. lo
presenta el isótopo 78Se con el modelo Eclipse, mientras que sucede todo lo contrario
con cl modelo PQ3. Estas diferencias pueden explicarse a partir de los datos
experimentales indicados en la Tabla 13 donde se muestra la señal correspondiente al
blanco y a una disolución conteniendo 25 pg/L de selenio en ambos modelos de ICP-
MS.
Tabla 13. Señal analítica (media + desviación típica) para las tres relaciones m/z de
selenio estudiadas en ambos modelos de ICP-MS.
* Lectura sin substracción del blanco.
** Calculada como la señal de selenio, para 25 ~¡g/L,menos la señal del blanco y
dividida por la desviación típica del fondo.
Señal en cps (n3)
Modelo disolución “Se 78Se ~Se
Eclipse HNO
3 2% y/y (228 + 5)x102 (41 + 1)x103 (260±6)402
25 ig/LdeSe~ (357+6)x102 (82+ 1)x103 (412+7)402
Relación s/n~~ 26 41 25
PQ3 ENO
3 2% y/y (123 + 6)xlO’ (190 + 5)x102 (165±8)xlO’
25~g/LdeSet (129+1)x102 (578+4)402 (182+2)x102
Relación s/n~~ 194 78 207
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En la Tabla 13 se observa una considerable reducción en la lectura del blanco en
el modelo PQ3, lo que se traduce en una mejora de los límites de detección, sin
embargo esta reducción de la señal de fondo se produce para las tres relaciones m/z
estudiadas, lo que no explica las diferencias encontradas en el análisis isotópico.
La señal analítica obtenida para un isótopo de un elemento es proporcional a su
abundancia relativa, según este principio, la mayor abundancia del isótopo “Se
proporcionaría la mejor sensibilidad. Sin embargo, la relación señal/mido depende
también de la lectura de fondo registrada en la detección y por lo tanto del ruido.
En ambos modelos de ICP-MS, se observa una mayor señal de fondo a relación
m/z=78 frente a la obtenida a las relaciones 77 y 82, esto es debido a la presencia de
interferencias espectrales por especies poliatómicas del argón. En el modelo Eclipse las
señales de fondo para las tres relaciones m/z resultan ser del mismo orden numérico
(decenas de millar), por lo que la relación señal/mido se ve significativamente afectada
por la mayor abundancia relativa del isótopo 78Se, otorgando a éste la mejor relación y
por lo tanto el menor límite de detección. Sin embargo, en el modelo PQ3 se observa
una marcada diferencia numérica entre las señales de fondo para las tres relaciones m/z
(decena de millar para m/z78 y millar para 77 y 82), por lo que la mayor abundancia
isotópica del “Se se ve contrarrestada por el elevado nivel de fondo, mejorando la
relación señal/ruido para los isótopos “Se y 82Se.
La diferencia en las características de la determinación de selenio entre ambos
modelos de ICP-MS, procede de diferencias en la instrumentación. La Tabla 10,
presentada en el Capítulo anterior, muestra los componentes instrumentales de ambos
modelos observándose una marcada diferencia en el sistema focalizador, el cual tiene
gran influencia sobre la señal del fondo y consecuentemente sobre el mido de la
detección. En ambos instrumentos el sistema de detección empleado fue un
multiplicador de electrones secundarios, que se coloca en el “eje óptico” del
espectrómetro, lo que le hace susceptible de ser alcanzado por partículas no deseadas
que incrementan el nivel de fondo [Esteban, 1993]. El sistema focalizador del modelo
PQ3 posee dos lentes electrostáticas más que el modelo Eclipse, mejorando tanto la
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focalización de iones hacia el espectrómetro de masas como la desfocalización de
partículas no deseadas, las cuales al ser desviadas son extraídas más eficazmente por el
sistema de vacío con la consiguiente reducción en la señal de fondo.
1.2. DETERMINACIÓNDESELENIO POR INYECCIÓN EN FLUJO
La introducción de muestras en el ICP-MS mediante un sistema de inyección en
flujo (FI) conduce a una mayor tolerancia hacia Ja introducción de muestras de elevado
contenido ácido y salino, Evidentemente, al inyectar un pequeño volumen de muestra, se
reducen los problemas derivados de la obturación del sistema (nebulizador y conos) y
deterioro de la instrumentación. En previsión del análisis de muestras de matriz compleja,
se procedió a la optimización del acoplamiento FI-ICP-MS para la determinación de
selenio.
En su configuración original (nebulización continua), la técnica de ICP-MS
proporciona señales (cps) adquiridas en función de la relación m/z, mientras que la
inyección en flujo se caracteriza por la obtención de señales transitorias en el tiempo. En el
acoplamiento, la adquisición de datos puede realizarse de ambas formas:
Ii] En función de la relación mé: esta modalidad nos permite la determinación
multielemental e isotópica de la muestra, sin embargo, el tiempo de detección
debe ser repartido entre los isótopos seleccionados, proporcionando menor
sensibilidad en el análisis.
[E En función del tiempo: bajo esta modalidad se mejora la sensibilidad en la
determinación, aunque el análisis debe realizarse a una única relación
masa/carga.
En el trabajo desarrollado, se empleó la adquisición de datos en función del tiempo,
por lo que fue necesario realizar determinaciones independientes para los tres isótopos de
selenio estudiados.
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1.2.1. Optimización de parámetros instrumentales
fin parametro a considerar en el sistema de inyección en flujo es la dispersión de la
muestra en el seno de la solución portadora; lo que se traduce en un efecto de dilución. La
dispersión puede ser controlada a través del volumen de muestra inyectado y la longitud
del camino que recorre la muestra, es decir entre la válvula de inyección y el nebulizador.
Con el fm de minimizar la dispersión, la longitud del tubo conector se redujo al mínimo
posible (40 cm). En la Tabla 14 se recogen los valores de dispersión obtenidos en función
del volumen de muestra inyectado. La dispersión se calculó como la relación entre la señal
obtenida en nebulización continua y la lectura, en altura de pico, de la señal transitoria
obtenida por inyección en flujo. Los datos indicados son la media de tres determinaciones
a dos niveles de concentración de selenio (50 y 100 pg/L) y para los tres isótopos
estudiados. En la tabla se observa que la dispersión es prácticamente igual a la unidad para
un volumen de inyección de 250 ~.¡L,es decir no hay pérdidas de sensibilidad frente a la
determinación en continuo, sin embargo las señales obtenidas para este volumen de
inyección mostraban un perfil con elevado nivel de mido. Un volumen de inyección de
100 ~.¡Lpresenta una dispersión de 1.5, dando lugar a señales transitorias con un perfil más
limpio, por lo que éste fue elegido como óptimo para el desarrollo del resto de
experimentos realizados con el sistema de inyección en flujo.
Tabla 14. Dispersión del sistema de inyección en flujo en función del volumen de
inyección a un caudal de disolución portadora de 1.0 mL/mm. Los resultados son media
de los obtenidos para 50 y 100 jig/L de selenio.
Para evaluar la influencia del caudal de la disolución portadora sobre la señal
analítica, éste parámetro fue variado desde 0.4 a 1.0 nIL/min. Al aumentar el caudal se
Volumen de inyección «iL) Dispersión
50 2.6±0.1
100 1.5±0.1
250 1.0+0.1
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por lo que se eligió un caudal de 1.0 mL/mm para los experimentos realizados en
inyección en flujo.
1.2.2. Características Analíticas
En la Tabla 15 se recogen los datos de calibración y las características analíticas
para la determinación de selenio en ambos modelos de ICP-MS con la introducción de
muestra por inyección en flujo, bajo las condiciones óptimas de operación indicadas en la
Tabla 11. Los límites de detección (L.D.) fueron calculados a partir de diez
determinaciones de la disolución patrón dc menor concentración empleada en el calibrado,
puesto que no era posible diferenciar la señal del blanco de la línea base. La concentración
de esta disolución fue de 5 y 0.5 gg/L de Se para los modelos Eclipse y PQ3
respectivamente. La precisión expresada como el porcentaje de desviación típica relativa
(%RSD), fue evaluada a partir de cinco medidas de una disolución patrón de selenio
conteniendo 25 ~tg/Lpara el modelo Eclipse y 5~ig/L para el modelo PQ3.
Tabla 15. Datos de calibración y características analíticas para la determinación de selenio
por ICP-MS con inyecciónen flujo (volumen de inyección de 100 jI).
“e” es la concentración de Se en ~xg/Le “y” corresponde al área de la señal transitoria.
* Calculada para 25 gg/L en el modelo Eclipse y Spg/L en el modelo PQ3 (n=5).
Modelo Ecuación de calibración 9 Lii. %RSDt
y=(a+tsj+(bttsb)c (gg/L)
77Se yzr(1 ±2)x103+(2712+3)xIO’c 0.9998 1.7 2.0
Eclipse ‘85e y<8±9)x103+(879±2)xlO2c 0.9996 1.1 2.0
~Se y~(1 +2)x10~ +(3168+9)xlO’c 0.9998 1.5 2.2
“Se y’(2±2ft102+(958±l)xlO’c 0.9996 0.2 0.6
PQ3 ~SSe y(9+6)x102+(2982±3)xlO1c 0.9996 1.1 1.6
~Se y (3 + 2)x102 + (1221 + l)xilOtc 0.9998 0.1 0.7
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Los L.D. y %RSD mostrados en la tabla anterior son muy semejantes a los que se
obtienen por nebulización continua, pero como veremos en el apartado siguiente, este
sistema de introducción de muestra disminuye notablemente las interferencias ocasionadas
por la matriz.
2. EVALUACIÓN DEL EFECTO INTERFERENTE DE MATRIZ SOBRE LA
SEÑAL DE SELENIO EN ICP-MS. COMPARACIÓN ENTRE LA
INTRODUCCIÓN DE MUESTRA POR NEBULIZACIÓN CONTINUA Y POR
INYECCIÓN EN FLUJO
Los objetivos del presente estudio fueron: examinar el efecto de ciertos
elementos matriz sobre la señal de selenio, determinar la importancia de las condiciones
operativas del ICP y evaluar el efecto corrector de la introducción de muestra por
inyección en flujo.
Para asegurar una elección adecuada de las sales empleadas en el estudio de
interferencias, en primer lugar se evaluó el efecto de los iones nitrato y amonio sobre la
señal de selenio, evitándose el empleo de sales conteniendo el ion cloruro, debido a la
interferencia espectral que origina sobre el isótopo “Se. El estudio se llevó a cabo
adicionando cantidades crecientes de nitrato amónico a la disolución de analito y
midiendo la señal de selenio, a las tres relaciones de m/z estudiadas, en ausencia y
presencia de la sal.
Como se muestra en la Tabla 16, la presencia de N0 o NI-It no influye sobre la
señal relativa de selenio basta el máximo nivel de concentración estudiado: 2500 mgl
en nebulización continua y 5000 mg¡L en inyección en flujo. Por lo tanto, para la
evaluación de interferencias procedentes de otros cationes o aniones, se eligió el empleo
de sus correspondientes nitratos o sales amónicas.
Como cationes objeto de estudio se eligicron elementos fácilmente lonizables
como Na, K y Da (P.I.<c5.2 eV) y elementos de mayor potencial de ionización
(5.2<P:1rc7.8 eV) como Al, Cr, Cay Mg, de modo que cubrieran un amplio intervalo de
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masas, desde m/z2O hasta 140, con el fin de evaluar un posible efecto dependiente de
la masa. También se evaluó el efecto interferente debido a la presencia de aniones SOt
y POV~, comúnmente presentes en muestras sencillas como las aguas.
La magnitud del efecto interferente de matriz para los distintos elementos
concomitantes ensayados, se evaluó a partir de la Señal Relativa (%) de selenio,
calculada a partir de la relación entre la señal de selenio en presencia y ausencia de
elemento matriz, y expresada en porcentaje [ecuación (2)].
cps Se en presencia de elemento interferente
% Señal Relativa x 100 (ecuación 2)
cps Se en ausencia de elemento interferente
El estudio se llevó a cabo para los tres isótopos de selenio, con relación m/z 77,
78 y 82, no encontrándose diferencias significativas en los resultados para un nivel de
confianza del 95%. Este hecho confirma la ausencia de interferencias espectrales, sobre
la señal de selenio, por parte de los elementos matriz estudiados. Los resultados
representados en todo el estudio de interferencias son la media de los datos obtenidos
para los tres isótopos.
2.1. EFECTO iNTERFERENTE EN LA INTRODUCCIÓN DE MUESTRAS POR
NEOULIZA CIÓN CONTINUA (CA9
La Tabla 16 muestra la magnitud del efecto interferente sobre la señal de selenio
para cada concentración de elemento matriz estudiado. Como reflejan los resultados
presentados en la tabla, la presencia de iones sulfato y fosfato en la matriz no interfiere
en la determinación de selenio por ICP-MS, hasta la máxima concentración ensayada,
2500 mg¡L. Sin embargo, en presencia de Na, K, Ca, Mg, Al o Cr se observó siempre
un efecto reductor de la señal de selenio a partir de una concentración de 500 mg/L de
elemento matriz, mientras que 250 mg¡L de Ba son suficientes para producir una
atenuación equivalente de la señal.
Las Figuras 14 y 15 muestran el efecto producido por la presencia de elementos
con un valor bajo del primer potencial de ionización (Na, K y Ba) y por elementos
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menos fácilmente ionizables (Mg, Ca, Al y Cr) respectivamente. Los resultados
obtenidos para dos concentraciones de selenio, 50 y 100 ~¡g,’L,se encuentran
representados por las lineas “1” y “II” respectivamente, ambas representaciones
muestran el mismo comportamiento a los dos niveles de concentración de selenio
evaluados, comprobándose que el efecto matriz depende de la cantidad absoluta de
elemento concomitante y no de la cantidad relativa respecto al analito.
El mayor efecto depresor sobre la señal de selenio se observó en presencia de
bario (Figura 14), mientras que el magnesio (Figura 15) y el sodio (Figura 14) causan el
efecto interferente menor.
Con el fm de clarificar la influencia que la masa de los elementos matriz tiene
sobre la señal de selenio, se ha representado la magnitud del efecto interferente frente a
la concentración molar del elemento matriz (Figura 16 superior). En este caso, los datos
de señal relativa son la media de los resultados obtenidos para los tres isótopos de
selenio para una concentración de 50 j.±g/Lde Se. Los resultados demostraron que el
nivel de interferencia no espectral depende de la masa del elemento matriz, siendo los
elementos más pesados los que producen un mayor efecto interferente. En la figura se
puede observar que el orden, en cuanto al nivel de interferencia, es el siguiente:
Ba>Cr>Ca=K>AI>Mg=Na.
2.2. EFECTO INTERFERENTE EN LA INTRODUCCIÓN DE MUESTRAS POR
INYECCIÓN EN FLUJO (FO
El acoplamiento de la inyección en flujo al ICP-MS permite un mayor contenido
salino en las muestras, como se ha mencionado anteriormente, reduciendo los problemas
derivados de la obturación del sistema. Por esta razón, se extendió el intervalo de
concentración de interferente respecto al utilizado en la nebulización neumática, desde
2500 mg/L a 5000 mg/L. Las lineas “III” y “IV” representadas en las Figuras 14 y 15
muestran el efecto de los elementos matriz estudiados para la introducción de muestra por
inyección en flujo en el ICP-MS, a dos niveles de concentración de selenio: 50 y 100 jig/L
respectivamente.
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Tabla 16.- Efecto interferente de elementos matriz sobre la señal de 50 ~ig/Lde selenio.
Los resultados son la media de los obtenidos a las tres relaciones m/z 77, 78 y 82.
Señal Relativa (%)
ION (SAL) rr P.I.(eV) TDS(g/100 ¡nL) mg/L (ion) CN FI
N114
4 (NH
4NO3)
N03 (NH4NO3)
8042 ((NH.4)2S04)
POt ((NH4I’04)
Na
4 (NaNO
3)
Mg
24 (Mg(N0
3)2)
It (KNO3)
Ca
2~ (Ca(N0
3)2)
Al
34 (AI(N0
3)3)
Cr
34 (Cr(N0
3)3)
Ha
24 (Ba(N0
3)2)
5.16
7.63
4.33
6.11
5.98
6.76
5.20
0.38
0.76
0.71
1.43
0.34
0.69
0.36
0.72
0.09
0.18
0.37
0.92
1.85
0.15
0.30
0.61
1.52
3.05
0.06
0.13
0.26
0.56
1.30
0.10
0.20
0.41
1.02
2.05
0.19
0.39
0.79
1.97
3.95
0.11
0.22
0.45
0.91
1.83
3.66
0.02
0.04
0.09
0.19
0.47
0.95
1.90
2.85
2500
5000
2500
5000
2500
5000
2500
5000
250
500
1000
2500
5000
250
500
1000
2500
5000
250
500
1000
2500
5000
250
500
1000
2500
5000
250
500
1000
2500
5000
250
500
1000
2000
4000
8000
50
250
500
1000
2500
5000
10000
15000
98 ±2
101±3
100±1
99±2
101 ±1
82 ±5
63 ±3
41 ±5
100 ±2
87±3
70 ±5
47±4
98 ±3
77 ±4
67±3
38 ±4
102±3
75 ±4
60 ±3
29 ±4
99 ±3
72 ±3
59±4
32 ±3
99 ±3
89 ±2
57±4
36±4
17±3
99 ±2
61 ±3
27±3
5±3
100 ±3
97 ±3
100 ±2
98 ±3
100±2
99±2
102 ±3
100±4
99 ±3
98 ±3
70±4
58 ±6
37 ±5
98 ±3
98 ±2
77±2
58 ±3
35±4
97 ±3
98 ±3
75 ±4
59 ±5
33±4
97 ±3
99 ±2
78 ±3
50±4
27 ±5
98 ±3
100±2
75±4
58±4
33±4
98±2
100±2
73 ±3
47±3
27 ±4
14±4
100±3
98 ±2
79 ±3
55±4
49 ±3
37±4
31±3
26 ±3
TDS es el contenido en sólidos disueltos.
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Con el empleo de la inyección en flujo, el efecto depresor sobre la señal de selenio
aparece a una concentración de 1000 mg/L para la presencia de Na, K, Ca, Mg, Al y Cr y
de 500 mgl para la interferencia de Ba. La presencia de bario (Figura 114) y de magnesio
(Figura 15), causan el mayor y menor efecto interferente respectivamente, del mismo
modo que ocurre en la introducción de muestra por nebulización continua, aunque con una
notable reducción en el nivel de interferencia (Tabla 16).
Al igual que ocurría en el método en continuo, no se encontraron diferencias
significativas, para un nivel de confianza del 95%, entre los efectos interferentes sobre las
dos concentraciones de selenio ensayadas ni para los distintos isótopos estudiados.
La Figura 16 (inferior) muestrala señal relativa de selenio frente a la concentración
molar del elemento matriz para la técnica de inyección en flujo. Los resultados muestran
un comportamiento similar al obtenido con el método en continuo, con la consiguiente
reducción en el nivel de interferencia y mostrando la misma dependencia con la masa del
elemento interferente.
De los resultados obtenidos se puede concluir que el empleo de la técnica de
inyección en flujo proporciona una significativa reducción en el nivel de interferencia,
para todos los elementos matriz estudiados. Sin embargo es posible que esta reducción
se deba a la dispersión de la muestra en el sistema, es decir a un efecto de dilución.
Para el estudio del efecto de la dispersión del sistema sobre el nivel de
interferencias no espectrales, se evaluó el efecto interferente debido a la presencia de
2500 mgl de Mg, Ca o Cr sobre la señal de 50 ~ig/Lde selenio, a tres valores de
dispersión: 1.5, 16.4 y 28.0, obtenidos por aumento de la longitud del tubo de conexión
entre la válvula de inyección y el nebulizador (40, 100 y 250 cm). Los resultados
representados en la Tabla 17, demuestran que cuando la dispersión del sistema aumenta,
el efecto de cada elemento interferente disminuye gradualmente.
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Tabla 17. Estudio del efecto de la dispersión del analito en el sistema de inyección en
flujo sobre la señal de selenio para 50 pg/L, en presencia de 2500 nigfL de Mg, Ca o Cr.
Resultados expresados como Señal Relativa (%).
Los resultados presentaron una buena correlación con las medidas en
nebulización continua de las muestras sometidas a dilución, en un factor igual al
correspondiente valor de dispersión. Este hecho nos permite concluir que la reducción
en el nivel de interferencia a través del empleo de la inyección en flujo, corresponde a
un efecto de dilución de la muestra. A pesar de esto, es importante considerar las
ventajas que aporta el empleo de la técnica de inyección en flujo como son: el menor
grado de manipulación de la muestra y la posibilidad de automatización, siendo
recomendable su utilización para la reducción de interferencias de matriz en ICP-MS.
2.3. JNFLUENClA DE LOS PAR METROS INSTRUMENTALES EN LAS
INTERFERENCIAS DE MATRIZ
Las variables elegidas para evaluar la influencia que ejercen los parámetros
operativos del plasma sobre el nivel de interferencias no espectrales fueron: el caudal de
gas de nebulización y la potencia de radiofrecuencia aplicada. El efecto de la variación
en el potencial de las lentes del sistema focalizador no se consideró ya que en estudios
anteriores realizados por Wang y colaboradores (1990), no se encontró una significativa
influencia de este parámetro instrumental sobre el nivel de interferencias no espectrales.
Por otro lado, en la optimización del instrumento, el potencial aplicado a las lentes es un
parámetro variable entre experimentos realizados en diferentes días.
La posible influencia que los parámetros instrumentales tienen sobre la magnitud
de los efectos interferentes sobre la señal de selenio, se estudió para tres elementos: Mg,
ION D=1.5 D=16.4 D~28.O
Mg2~ 57±3 80±4 109±3
Ca2~ 52±3 104±3 110±4
Cr3~ 45±3 85±4 107±3
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aun en ausencia de elementos interferentes. La presencia de bario ofrece el efecto
depresor mayor sobre la señal analítica a caudales de gas de nebulización por debajo de
1.00 L/min, sin embargo el efecto cambia proporcionando un ligero aumento a caudales
mayores. En el caso del cromo, la influencia del caudal de nebulización es
prácticamente opuesta al comportamiento en presencia de Ba, aunque en ningún caso sc
observó aumento de la señal analítica.
Ya que la influencia del caudal de gas de nebulización es variable en función del
elemento interferente presente en la matriz, y puesto que en las muestras se encuentran
presentes de forma simultánea muchos de estos elementos, se aconseja el ajuste de este
parámetro operativo en ausencia de elementos matriz, como es habitual, resultando para
el caso del selenio de 1 .00 L/min.
2.3.2. Efecto de la potencia de radiofrecuencia aplicada
En la Figura 18 se ha representado el efecto de la potencia de rf aplicada al ICP
sobre la señal de selenio en ausencia y presencia de elementos matriz. Se observa un
comportamiento similar para la presencia de magnesio o cromo, con un efecto reductor
en la señal analítica en todo el intervalo de potencia de radiofrecuencia ensayado. En
presencia de bario, la tendencia es significativamente diferente, produciéndose un
incremento sobre la sena] de selenio a valores de potencia de rf bajos, por debajo de
1150 W, mientras que se produce casi la anulación de la señal de analito a valores de
potencia de rf mayores, especialmente a 1300 W, donde el selenio alcanza un máximo
de señal en ausencia de interferencia.
Las interferencias no espectrales según todo lo expuesto, se han mostrado
dependientes de las condiciones experimentales utilizadas. En algunos casos se produce
un cambio desde supresión a aumento dc la señal analítica, lo que podría explicar los
datos conflictivos que aparecen en la literatura. No se han encontrado condiciones
experimentales recomendables para evitar los efectos interferentes de matriz, ya que los
cambios varían en función del elemento concomitante estudiado. Por ello es necesario
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totales (0.19%), mientras que la misma concentración de Al [AI(N03)3] provoca un
menor efecto interferente, a pesar de su elevado contenido en TDS (1.97%). Por esta
razón las interferencias de matriz estudiadas no muestran correlación con cambios en la
eficiencia de transporte del aerosol ocasionado por un elevado contenido salino.
En el presente estudio, se ha mostrado una clara dependencia del nivel de
interferencia en función de la masa del elemento concomitante (Figura 13), lo que está
de acuerdo con el efecto dependiente de la masa, relacionado con la teoría de efecto
espacio-carga en el haz iónico.
En conclusión, la determinación de selenio por ICP-MS se ve afectada por la
presencia de interferencias procedentes de la matriz. El efecto interferente procede
principalmente de las repulsiones electrostáticas que se producen en el haz iónico
debido a la pequeña relación espacio-carga. Sin embargo, la marcada influencia de los
parámetros instrumentales muestra la posible presencia de varios mecanismos con
predominancia variable en función de las condiciones de operación instrumental.
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3. DESARROLLO DE UN MÉTODO ANALíTICO PARA LA
DETERMINACIÓN DE SELENIO MEDIANTE EL ACOPLAMIENTO DE LA
GENERACIÓN DE HIDRUROS POR INYECCIÓN EN FLUJO AL ICP-MS
La capacidad de análisis de la técnica de ICP-MS se ve fuertemente influenciada
por el sistema de introducción de muestras. El objetivo de este trabajo flie estudiar las
prestaciones aportadas por un sistema de introducción de muestras alternativo,
eligiéndose el estudio del acoplamiento con la generación de hidruros.
3.1. INTRODUCCIÓN
La introducción de la muestra como gas (hidruro), como ya se indicó en el
Capítulo II (apanado 2.2), ofrece algunas ventajas frente a la introducción de la muestra
como aerosol líquido. La mejora en la eficiencia de transporte, así como de la atomización
e ionización del analito y la disminución de interferencias tanto espectrales como no
espectrales, mejoran la relación señal/ruido y por lo tanto la sensibilidad de la técnica. Sin
embargo, existen también algunos inconvenientes en el acoplamiento HG-ICP-MS. Por un
lado, la introducción de muestras en estado gaseoso en el plasma provoca una mayor
inestabilidad del mismo, inducida por la variación en la composición del gas inyector
debido a la entrada de otros gases desprendidos en la reacción (H2, CO2 y vapor de agua),
y por otro lado, la generación de hidruros se ve afectada por otro tipo de interferencias
inherentes a la propia reacción (Capitulo II, apartado 2.2).
Los estudios de optimización presentados a continuación fueron realizados a las
tres relaciones m/z estudiadas (77, 78 y 82), obteniendo resultados equivalentes para los
tres isótopos de selenio, con variaciones sólo en cuanto a sensibilidad.
3.2. OPTIMIZACIÓNDEL SISTEMA GENERADOR DEL HIDRURO
La reacción de generación del hidruro de selenio, como se ha indicado
previamente, es específica para la especie Se”’, produciéndose por reacción con un
reductor en medio ácido. Las concentraciones de ácido (normalmente clorhídrico) y de
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3.2.2. Optimización de la concentración de ácido clorhídrico
La eficiencia de la reacción de generación de hidruros depende del tipo de ácido así
como de su concentración. Se evaluó el efecto de la concentración de HCl sobre la
generación del hidruro de selenio, variando su concentración desde 0.1 a 6.0 mol/L. El
estudio se realizó para una concentración de NaBI-b de 0.5% (mlv) y 2 ¡ig/L de selenio. La
Figura 20 muestra un incremento en la señal de selenio cuando la concentración de ácido
aumenta desde 0.1 a 0.5 moVL, manteniéndose la señal alcanzada hasta una concentración
de 4.0 mol/L. Para posteriores estudios se eligió una concentración de HCl 0.6 mol/L.
400000
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Figura 20. Efecto de la concentración de HCl sobre la señal de 2 pg/L de Se”’.
3.2.3. Influencia de los caudales de ácido y reductor
Para determinar los caudales óptimos de las disoluciones de HCI y NaBFLs, este
parámetro fue variado desde 1.0 a 4.5 mL/mm. El estudio se realizó para tres relaciones de
caudales (HCI:NaBI-b) de 1:1, 1:0.5 y 1:0.33. Los resultados obtenidos se encuentran
representados en la Figura 21. Dicha figura muestra un incremento de la señal de selenio a
caudales mayores. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas, para un nivel
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 5.0 7.0
Concentración de HCI (mol/L)
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Tabla 18. Efecto que la potencia de itde entrada ejerce sobre la precisión (expresada
como desviación típica relativa) en la determinación de Se”’ porHG-ICP-MS (m1z78), a
través de la introducción de muestra en continuo y por inyección en flujo.
3.4. ESTUDIO DE INTERFERENCIAS ENLA GENERACIÓN DEL HIDRURO DE
SELENIO
Se evaluó la posible inteiterencia procedente de 31 elementos en el análisis de
selenio por FI-HG-ICP-MS, los resultados expresados como señal relativa (ecuación 2) se
muestran en la Tabla 19. El estudio se llevó a cabo para una concentración de Se”’ de
5 ~ig/L,generándose el hidruro en medio HCl 0.6M y con una concentración de NaBH4 del
0.5% (m/v). La presencia de los aniones N0S, VOt, C1 y sOt así como de los cationes
Na~, K~, Ca
2~ y Mg2~ no da lugar a inteiterencias para una concentración 10000 veces
mayor que la concentración de selenio (5.0 pg/L). La presencia de algunos elementos de
transición produce serias interferencias negativas, sólo el teluro provoca un incremento en
la señal (+20% para un relación Te:5e1000).
2+
Algunos autores han encontrado que la interferencia de Cu y Ni2~ en la
generación del hidruro de selenio puede ser eliminada por formación de sus
clorocomplejos estables, empleando como medio ácido en la reacción HCI 7.5 mob’L
[jHwangy col., 1990]. Por esta razón se evaluó la posible reducción de las interferencias
provocadas por la presencia de estos metales a través del aumento de la concentración de
HCl desde 0.6 a 8.0 mol/L. Con el empleo de concentraciones de HCl 2 mol/L la presencia
de níquel no interfiere a un nivel de concentración 1000 veces superior a la concentración
sC (¡ig/L) Método Potencia de rf(W)
1150 1350
5.0 FI 3.4% 2.0%
Continuo 3.7% 2.4%
2.0 FI 3.9% 2.5%
Continuo 4.4% 2.9%
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de selenio, sin embargo para la eliminación de la interferencia de cobre, tan sólo hasta una
relación de concentración Cu:SrI 00, es necesario aumentar la concentración de la
disolución de HCl hasta 8 mol/L.
Tabla 19. Máxima relación Ion ¡nterferente:Se’~’ tolerada en el análisis de 5.0 pg/L de Se”’
por FI-HG-ICP-MS.
* Máxima relación de concentración Ion ¡nterferente.~ SA’ evaluada.
** Con el empleo de HCI 2 molIL.
*** Con el empleo de HCI 8 mol/L.
3.5. CARA CTERIST1CASANALÍT1CAS
Las características analíticas del acoplamiento HG-ICP-MS se evaluaron para los
métodos de introducción de muestra en continuo y por inyección en flujo. La Tabla 20
recoge los datos de calibración, así como la precisión (%RSD) y el límite de detección
(L.D.) para los tres isótopos de selenio estudiados, bajo las condiciones óptimas de
operación reflejadas en la Tabla 11. El limite de detección fue calculado siguiendo las
normas de la IUPAC, como tres veces la desviación típica de díez medidas del blanco.
Ion Ion:SeW SeDal Relativa (%)
NO3~, pot, CF,SOt 10000* 102 + 3
Na
1, K’, Ca”, Mg” 10000* 98±4
As&Asv,Sbm, Sb” 1000* 101 ±2
Al”’, Cr”t Mii”, Zn”
Co”, Ti”’, V~, ~ F’
Hg”. Cd”, Ge”, Ni” **
Ni”, Pb”, TeN, DI”’ 100 97±3
Cu’~Pd”,Ag’ 1 98±3
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Tabla 20. Datos de calibración y características analíticas para la introducción de muestras
en continuo y por inyección en flujo (FI) en HG-ICP-MS.
“c” es la concentración de SeIV en pg¡L e ‘y” es la señal en cps para
o el área de la señal transitoria para el método de inyección en flujo.
*Volumen de muestra inyectado 100 1sL.
el método en continuo
3.6. ANALJSIS DE MUESTRAS
La validación del método propuesto se realizó a través del análisis de una muestra
de agua certificada en selenio total (Setpoint Laboratory Standars, A.P.G.) y una muestra
de agua con valores de concentración recomendados en Se”’ y Se”’ (CRM 602), no
encontrándose diferencias significativas, para un nivel de confianza del 95%, entre los
resultados obtenidos y los valores certificados (Tabla 21). La determinación está ausente
de interferencias de matriz, por lo que se puede emplear la calibración convencional.
La determinación de selenio inorgánico total se llevé a cabo hirviendo la muestra
en medio HCI 4.57N de forma previa a lageneración del hidruro de selenio. El contenido en
la especie Se~ se cuantificó por diferencia entre la concentraciones de selenio total y Se”’.
En la muestra de agua certificada en selenio total la única especie encontrada fue ~
Método Ecuación de calibración L.D. %RSD
y (a ±Sa) + (b ±tsb)c (pgfL) (2.0 pg/L)
“Se y<0±2)x102+(2392±3)xlO’c 0.9992 0.13 3.6
Continuo ~Se y= (-1 ±4)x102 + (7962±5)xlO1c 0.9998 0.10 2.9
8Se y=(0±3)x102+(2819±4)xlOc 0.9994 0.13 3.4
“Se y= (0 + í>i0~ + (426±l)xlO2c 0.9994 0.07 3.0
PP ‘8Se y’ (-1 ±4)x103 +(1418 + 6)xlO2c 0.9996 0.04 2.5
~Se y~ (1 ±l)x103 +(502 ±1)xIO2c 0.9994 0.07 2.9
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Tabla 21. Resultados obtenidos en la validación del método para la determinación de
selenio por FI-HG-ICP-MS.
Por otro lado, se realizó el análisis de selenio en una muestra de agua de grifo y en
una muestra de suero sanguíneo liofilizado. Esta última se eligió por su compleja matriz,
con el fm de evaluar posibles efectos interferentes debido a la presencia de compuestos
orgánicos en la muestra.
En el análisis del agua de grifo no se detectó la presencia de selenio inorgánico.
Para estudiar el efecto de la matriz de la muestra en la generación del hidruro de selenio,
ésta fue enriquecida con SeN. Debido a la presencia de interferencias de matriz se
obtuvieron bajas recuperaciones a través del método de calibración convencional, siendo
necesario la aplicación del método de adiciones estándar. Otra forma de eliminar las
interferencias de matriz consistió en aumentar la concentración de ácido clorhídrico a
2.0 moVL, por lo que estas interferencias podrían ser atribuibles a la presencia de metales
de transición en el agua. La Tabla 22 muestra los resultados obtenidos.
Para el análisis de selenio en la muestra de suero liofilizado, ésta fue previamente
reconstituida con 5 mL de agua Milli-Q, tomándose estadisolución como muestraoriginal.
Sobre la muestra, se llevaron a cabo tres tipos de determinaciones:
1. Determinación del selenio total, realizando una etapa previa de mineralización
y posterior reducción con HCI concentrado para transformar en Se”’ todas las
posibles especies presentes en lamuestra.
Muestra Valor certificado (j.tg/L) Valor encontrado (xglL)
Agua certificada Sem.í 35.499 ±5.134 33.6±1.4
en seleniototal
Agua sC 5.8±OA 5.6±0.3
CRM 602
~VI 7.7±0.7 7.4±0.4
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2. Determinación del selenio inorgánico total, a través de la reducción previa del
SevI presente en la muestra a Se”’ por ebullición en medio clorhídrico 4.SN.
3. Determinación del Se”’ por simple dilución de la muestra.
Los resultados obtenidos se encuentran reflejados en la Tabla 23. En el primer
caso, no se observaron diferencias significativas entre las pendientes correspondientes a los
métodos de calibración convencional y de adiciones estándar, pudiéndose concluir la
ausencia de efecto matriz. En el segundo y tercer caso fue necesario emplear el método de
adiciones estándar, no consiguiendo compensar el efecto matriz a través del empleo de
mayores concentraciones de ácido clorhídrico, lo que nos permite concluir que en el
análisis de la muestra de suero, las interferencias de matriz observadas deben proceder de
la presencia de compuestos orgánicos en la muestra y no sólo por metales de transición.
Tabla 22. Resultados obtenidos en los estudios de recuperación sobre muestras de agua de
grifo adicionadas con Se”’. Análisis realizado por FI-HG-ICP-MS.
Datos de calibración r2 Se adicionado Se encontrado %Recuperación
y=(B±t8
8)+(b+tsb)c 4ig/L) (pg/L)
r (-1 + 4)x103 + (1422±6)xlO2c«’><13> 0.9996 2.50 1.22±0.04<~> 49±2<~>
2.47±0.04(13) 99±2<~>
5.00 2.31 + 0.07<”> 46±1<”>
4.67±0.07<~> 93 +
y (157±4)x103 + (1187±4)xlO2cW 0.9994 2.50 2.60+0.05 104±2
y(298±3)x103+(1186±4)x102c<~> 0.9992 5.00 5.0±0.1 100±2
‘Y’ es la concentración de
501V en gg/L e “y” es el área de la señal transitoria.
«‘7> Calibración convencional bajo las condiciones experimentales indicadas en la Tabla 11.
~>Calibraciónconvencional con HCI 2.0 molIL.
(x) Calibración por adiciones estándar.
De la comparación entre los resultados obtenidos en los tres análisis realizados
sobre la muestra de suero (selenio total, selenio inorgánico total y Se”’), se obtienen los
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siguientes resultados: puesto que no se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones de selenio inorgánico total y de Se”’ podemos concluir que no existe la
especie Se”’ en el suero; sin embargo la concentración de selenio total es superior a la
concentración de Se”’, por lo que deben existir otras especies de selenio orgánicas en la
muestra, posiblemente seleno-aminoácidos.
Tabla 23. Resultados obtenidos en el análisis de una muestras de suero liofilizado por FI-
HG-ICP-MS.
Datos de calibración r2 Se aóícáoa~ Se eneontrSo %Rtcuperacién
Semuí (muestra sometida a mineralización y reducción)
y (-1 + 4)x103 + (1422±6)xlO2c«’> 0.9994 - 74±1
y (51±4)x103 + (1410±5)xlO2c<137> 0.9996 - 73±2
+ Se~ (muestrasometida a reducción)
yt (22+ 3)x103 + (620±4)x102c«» 0.9998 - 35±1
~W (analizada por simple dilución 1:100)
y (22±3)x1O~ + (623±4)x10Qc<~> 0.9998 - 0.35 ±
0•02(x) -
1.00 l.32±O.03<~> 97±3
2.50 2.81 ~0•05<x> 98±2
5.00 5.56±0.O9<~<.> 104+2
“e” es la concentración de Se en ~xg/Le “y” es el área de la señal transitoria.
«‘7> Calibración convencional bajo las condiciones experimentales indicadas en la Tabla 11.
<~> Calibración por adiciones estándar.
<~> Datos de concentración referidos a la muestra diluida (1:100).
Al no disponer de material de referencia (suero sanguíneo) certificado en selenio,
se llevó a cabo un enriquecimiento del mismo en la especie SeN, con el fin de realizar un
estudio de recuperación. En laTabla 23 se puede observar los resultados obtenidos con una
recuperación media del 100±4%.
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4. COMPARACIÓN DE LAS CARACTERISTICAS ANALiTICAS ENTRE LOS
DIFERENTES MÉTODOS DE INTRODUCCIÓN DE MUESTRA EMPLEADOS
PARA LA DETERMINACIÓN DE SELENIO MEDIANTE ICP-MS.
En la Tabla 24 se ha realizado una recopilación de los limites de detección
obtenidos para la determinación de selenio en ambos modelos de ICP-MS, bajo los
diferentes sistemas de introducción de muestra empleados:
[E Nebulización neumática en continuo (CN).
[E Nebulización neumática con inyección en flujo (FICN).
[E Generación de hidruros en continuo (HG).
[E Generación de hidruros con inyección en flujo (FIHG).
Tabla 24. Límites de detección obtenidos para la determinación de selenio en ambos
modelos de ICP-MS en función del sistema de introducción de muestra.
* Resultados obtenidos a través de la cuantificación en términos de área de pico y para un
volumen de inyección de 100 ¡iL, resto de condiciones indicadas en la Tabla 11.
En cuanto a los resultados obtenidos en ambos equipos de ICP-MS, los límites de
detección mejoran con el modelo PQ3 debido a que proporciona una disminución en la
Método Modelo L.D. (jtg/L)
ICP-MS “Se ‘Se ~Se
CN Eclipse 2.2 1.5 2.0
PQ3 0.1 0.9 0.1
FICN* Eclipse 1.7 1.1 1.5
PQ3 0.2 1.1 0.1
HG Eclipse 0.13 0.10 0.13
FIHG* Eclipse 0.07 0.04 0.07
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señal de fondo. Este efecto se hace más acusado para las relaciones nx/z 77 y 82, ya que la
reducción del fondo seproduce en un orden de magnitud (Tabla 13).
Los límites de detección obtenidos a través de las técnicas de inyección en flujo
fueron similares a los obtenidos empleando los sistemas en continuo, sin embargo, se
observa una considerable mejora en la detenninación de selenio con la introducción de la
muestra a través de la generación del hidruro, debido principalmente a la mayor eficiencia
en el transporte del analito al plasma &róxima al 100%) frente a la nebulización neumática
convencional (1-2%).
Tabla 25. Desviaciones típicas relativas obtenidas a través de los diferentes sistemas de
introducción de muestra acoplados al ICP-MS. Condiciones de operación indicadas en la
Tabla 11.
La Tabla 25 muestra las precisiones obtenidas para los diferentes sistemas de
introducción de muestra empleados, expresada como desviación típica relativa y calculada
a partir de cinco medidas de la disolución patrón correspondiente, según el modelo de ICP-
MS y el sistema de introducción de muestra empleado. Los resultados demostraron una
notable mejora en laprecisión de las determinaciones para el modelo PQ3 frente al modelo
Eclipse, a pesar del menor nivel de concentración ensayado. Como hemos comentado
anteriormente, este hecho es atribuible al menor nivel de fondo que proporciona el
instrumento PQ3.
Método Modelo %RSD (n”5)
ICP-MS “Se 78Se ~Se
CN Eclipse (25 ~.tg/L) 1.8 1.4 1.7
PQ3 (5 pg/L) 0.5 1.1 0.4
FICN Eclipse (25 pg/L) 2.0 2.0 2.2 ¡
PQ3 (5 pg/L) 0.6 1.6 0.7
HG Eclipse (2 ~tg/L) 3.6 2.9 3.4
FIHG Eclipse (2 ~igfL) 3.0 2.5 2.9
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La introducción de muestra a través de la generación de hidruros reduce la
precisión del análisis debido a la mayor inestabilidad del plasma cuando se introducen
cantidades variables de otros gases. En general, las precisiones obtenidas fueron mejores
que el 5% por lo que todos los sistemas de introducción de muestra estudiados son
adecuados para el análisis de selenio por ICP-MS.
Entre todos los sistemas de introducción de muestra empleados en ICP-MS, la
generación de hidruros proporciona los mejores límites de detección junto con buenas
precisiones, por lo tanto este método resulta muy adecuado para el análisis de muestras que
presenten una concentración de selenio total a nivel de trazas, sin embargo la necesidad de
la previa transformación de especies a Seí~ hace más compleja la especiación, sobre todo
para las especies orgánicas. En la detenninación de especies de selenio, las características
analíticas que otorgan los sistemas de nebulización pueden resultar adecuados para el
análisis de la mayoría de las muestras.
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CAPÍTULO V
DETERMINACIÓN DE
ESPECIES DE SELENIO

Determinación de especies de Se
1. DESARROLLO DE M TODOS ANALÍTICOS PARA LA DETERMINACIÓN DE
ESPECIES DE SELENIO POR HPLC-ICP-MS
1.1. INTRODUCCIÓN
Las propiedades tóxicas y esenciales del selenio dependen no sólo del nivel de
concentración sino también de la forma química en que esté presente, como ha quedado
reflejado en la introducción. Por lo tanto, el análisis del contenido total de selenio en las
muestras ofrece poca información. Este hecho, ha conducido en los últimos años al desarrollo
de un elevado número de trabajos enfocados hacia la determinación de especies de selenio, sin
embargo, la mayoría de éstos permiten diferenciar entre especies de selenio de características
fisicoquímicas similares, esto es, entre especies orgánicas volátiles (por cromatografia de
gases), entre especies inorgánicas (por cromatografla líquida de cambio iónico) o bien entre
seleno-aminoácidos (generalmente por cromatografla líquida de fase inversa con formación de
pares iónicos). La separación conjunta de especies orgánicas e inorgánicas de selenio no
había sido resuelta al comenzar este trabajo (ver Tabla 9 en el Capítulo II).
Nuestro primer objetivo fue desarrollar un método sencillo para la determinación
simultánea de especies inorgánicas y orgánicas de selenio, con la fmalidad de aplicar el
método seleccionado a muestras medioambientales (aguas), fluidos biológicos (orina) y
alimentos (pescados y moluscos). Debido al tipo de muestras a analizar, las especies
elegidas en el estudio fueron: seleniato, selenito, trimetilselenonio, selenocistina,
selenometionina y selenoetionina. La técnica de separación fue la cromatografia líquida de
alta eficacia (HPLC), dado el carácter no volátil de estas especies, evitando así el empleo de
etapas previas de derivatización.
Debido al bajo nivel de concentración en que están presentes las especies de selenio en
las muestras, su análisis requiere técnicas de alta sensibilidad. El presente trabajo se ha
realizado con detección por ICP-MS debido a sus buenas prestaciones en cuanto a
sensibilidad y selectividad.
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1.2. ESTUDIO DEDIFERENTES MODOS DE SEPARACIÓN CROMA TOGRAFICA
Entre los posibles modos cromatográficos se consideraron más adecuados la
cromatografia líquida de fase inversa con formación de pares jónicos y la cromatografia de
cambio iónico, realizándose un completo estudio para optimizar las condiciones de la
separación. Los estudios preliminares se realizaron únicamente con cuatro especies:
selenocistina, selenometionina, selenito y seleniato.
La retención de los analitos en la fase estacionaria se ha expresado en términos de
factor de capacidad o de retención k’ (calculado según la ecuación 3), ya que este
parámetro es independiente del caudal de fase móvil empleado y de las dimensiones de la
columna. La efectividad de la separación se ha evaluado en términos de resolución
cromatografica R5 (calculada según la ecuación 4).
tr tm trí — trí
= (ecuación 3) R5 = 2 (ecuación 4)
tm Wj + W2
tm (tiempo muerto) corresponde al tiempo de elución de una especie no retenida, h (tiempo
de retención) corresponde al tiempo de elución para una especie retenida y w corresponde a
la anchura del pico en su base.
1.2.1. Croinatografia de fase inversa con formación de pares iónicos
La cromatografia de fase inversa con formación de pares iónicos se ha aplicado a la
separación de especies de selenio empleando tanto contraiones aniónicos como catiónicos.
Los primeros no reaccionan con las especies inorgánicas (ya que también presentan forma
aniónica), por lo que estas especies eluyen en el volumen muerto, sin embargo, esta
modalidad cromatográfica se ha empleado como método de separación de seleno-
aminoácidos. El empleo de contraiones catiónicos hace posible la retención en la fase
estacionaria tanto de especies orgánicas como de las especies inorgánicas.
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1.2.1.1. Empleo de contralón catiónico
Los estudios presentados a continuación se basan en los previamente realizados por
Potin-Gautier y colaboradores en 1993. El método permitía la separación de selenocistina y
selenometionina sobre una columna polimérica Hamilton PRP- 1, con una fase móvil
conteniendo 0.625 mmol/L de bromuro de tetraetilamonio (TEAB) a pH=4.0 y la adición
de un 3% (y/y) de acetonitrilo como modificador orgánico. La separación se realizaba a un
caudal de 0.4 mL/min, siendo necesaria la recolección de fracciones a la salida de la
columna para su detección por ETAAS. Los autores mostraron la posibilidad de separación
de seleno-aminoácidos y especies inorgánicas (Se”’ y SeVI).
Todos los estudios expuestos en este apartado se desarrollaron acoplando la
columna cromatográfica al ICP-MS (modelo Eclipse) y registrando la señal para el isótopo
en función del tiempo. Las condiciones instrumentales empleadas en el estudio
corresponden a las indicadas en la Tabla 11, con excepción de los parámetros especificos
para HPLC.
En primer lugar se procedió a optimizar el caudal de fase móvil empleado para la
separación cromatográfica. A la presión de gas de nebulización óptima en la determinación
de selenio por ICP-MS, el nebulizador Meinhard posee un caudal de autoalimentación de
0.6 mL/min, por lo que no resulta adecuado trabajar a caudales de aspiración de muestra
inferiores. El limite superior de trabajo para este parámetro también se encuentra limitado a
un valorpróximo a 1 mL/min, tanto por el nebulizador como por la presión originada sobre
la columna del sistema cromatográfico. Por lo tanto, en el estudio para la optimización del
caudal de fase móvil, éste fue variado entre 0.6 y 1.0 mL/min.
En general, el aumento en el caudal de fase móvil proporciona picos más altos y
estrechos, aunque también provoca una reducción en los tiempos de retención. La eficiencia
de la columna se evalué a través de la relación entre el tiempo de retención y la anchura de
pico cromatográfico (tjw) para cada una de las especies estudiadas, ya que este parámetro
es directamente proporcional al número de platos teóricos de la fase estacionaria. En la
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Tabla 26 se presentan los valores medios de “tr/W” junto con los resultados obtenidos en el
cálculo de la resolución cromatográfica “R5”. La desviación típica relativa de las medidas
fue mejor del 2% (n=3).
Tabla 26. Valores de tr/W y de resolución cromatográfica obtenidos en función del caudal
de fase móvil empleado en la separación cromatográfica* (25 .ig¡L de Se por especie).
*Separación realizada en una columna
a pH4 y 3% (y/y) de acetonitrilo.
Hamilton PRP-l, con 0.625 mmol¡L de TEAB
La variación del caudal en el intervalo estudiado no dio lugar a diferencias
significativas, para un nivel de confianza del 95%, entre los valores de Qw o de R8
obtenidos para las distintas especies de selenio, por ello se eligió un caudal de fase móvil de
1.0 mL/min con el fm de reducir el tiempo del cromatograma.
El cromatograma obtenido bajo las condiciones cromatográficas presentadas por
Potin-Gautier y colaboradores se muestra en la Figura 24. La concentración de selenio fue
de 25 gg¡L para cada una de las especies y el volumen de inyección de 100 gL. Los
resultados muestran la separación entre las especies orgánicas (SeCys2 y SeMet), mientras
que las especies inorgánicas eluyen entre los seleno-aminoácidos empeorando la resolución
en la separación. Por este motivo, se procedió a evaluar las diferentes variables que
Especie 0.6 ¡nL/mm 0.8 mL/mm 1.0 niLlmin
tr/w tr/W R5 tr/W
SeCys2 2.33 2.30 2.32
0.26 0.25 0.26
Se”’ 1.23 1.21 1.24
0.60 0.58 0.61
Se”’ 1.82 1.78 1.81
0.27 0.26 0.26
SeMet 3.77 3.80 3.79
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influyen sobre el proceso cromatográfico, con el fm de encontrar las condiciones óptimas
de separación para las cuatro especies anteriormente mencionadas.
El tiempo muerto del sistema fue evaluado a diferentes caudales de fase móvil, a
partir del tiempo de elución correspondiente a una disolución de un catión pequeño (Lii,
registrado a m/z7), el cual no reacciona con el contraión y por lo tanto no interacciona con
la fase estacionaria de la columna. Para que este parámetro resulte independiente del caudal
de fase móvil, se ha expresado en términos de volumen muerto, resultando un valor medio
de 1.26 + 0.03 miL.
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Figura 24. Cromatograma obtenido para 25 ~Ág/Lde Se por especie, en una columna
Hamilton PRP-1 con 0.625 mniol/L de TEAB a pH=4.0 y un 3% de acetonitrilo [Potin-
Gautier y col., 1993]. Detección por ICP-MS a un caudal de fase móvil de 1.0 mL/min.
Influencia de la concentración de TEAR
Con el fm de estudiar la influencia de la concentración de TEAB, ésta fue variada
entre 0.1 y 10 mniol/L, manteniendo constante el resto de condiciones cromatográficas
(indicadas en la Figura 24). La Figura 25 muestra el efecto de este parámetro sobre los
factores de capacidad para las cuatro especies de selenio estudiadas.
0 50 100 150 200 250 300
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Tabla 27. Valores de R5 obtenidos para diferentes concentraciones de contraión (TEAB) en
una columna Hamilton PRP-1.
El aumento de la concentración de TEAB proporcionó un estrechamiento de los
picos correspondientes a las especies inorgánicas, no afectando a la elución de los seleno-
aminoácidos. Considerando en conjunto ambos aspectos: tiempo de retención y anchura de
pico, el aumento de la concentración de contraión mejora la resolución entre SeCys2 y Se”’,
y entre SeN y Se”
1, mientras que empeora para las especies Se”’ y SeMet. Como situación
de compromiso se eligió una concentración de TEAB 1.0 mmol/L para el estudio del resto
de las variables que influyen en la separación cromatográfica.
Efecto delpH de lafase móvil
El pH de la fase móvil influye en esta modalidad cromatográfica sobre el grado de
ionización del analito. Un aumento del mismo favorece la formación del par iónico y por lo
tanto su retención en la fase estacionana. El efecto del pH fue evaluado en el intervalo de
3.0 a 7.0, donde las especies inorgánicas se encuentran cargadas negativamente y los
seleno-aminoácidos en forma de zwiterion (Tabla 2), no observándose ningún efecto sobre
la separación cromatográfica por variación de este parámetro y en consecuencia, se
mantuvo el pH en 4.0 para la realización del resto de experimentos.
Efecto delporcentaje del modificador orgánico en lafase móvil
En el estudio del porcentaje de modificador orgánico empleado en la fase móvil, se
evaluó el efecto de la adición de acetonitrilo desde 1 a 5% (y/y), no superándose esta
Especies Concentración TEAB (¡nmol/L)
0.10 0.62 1.0 5.0 10
SeCys
2 y Se”’ 0.17 0.25 0.48 0.61 0.73
Se”’ y Se”’ 0.55 0.61 0.82 0.92 1.29
Se”’ y SeMet 0.29 0.27 0.23 0.14 0.06
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concentración con el fm de evitar fluctuaciones en el p]asma. En la Tabla 28 se presenta el
efecto de esta variable sobre la resolución de los picos cromatográficos.
El aumento del porcentaje de acetonitrilo de 1 a 5% no afecta a los tiempos de
retención de las especies estudiadas, sin embargo provoca un leve ensanchamiento de los
picos correspondientes a las especies orgánicas, empeorando la resolución cromatográlica.
Por otro lado, el aumento en la cantidad de disolvente orgánico ejerce un efecto reductor en
la señal de selenio. En vista de los resultados, se eligió un porcentaje de un 1% de
acetonitrilo para el resto de experimentos.
Tabla 28. Efecto del porcentaje de acetonitrilo presente en la fase móvil (1.0 mmoVL de
TEAB a pH=4) sobre la resolución cromatográfica, en una columna Hamilton PRP-1.
La Figura 26 muestra el cromatograma obtenido para SeCys2, SeMet, Se”’ y SeVI
(25 ¡.xg/L de Se por especie), bajo las mejores condiciones encontradas en las pruebas
experimentales. A pesar de la mejora experimentada, se observa una pobre resolución
cromatográfica sin posibilidad de diferenciación entre especies.
Tras la optimización del método se puede concluir que éste no es efectivo ni
siquiera para la diferenciación entre los seleno-aminoácidos (SeCys2 y SeMet), al menos en
muestras en las que puedan estar presentes especies inorgánicas.
Especies Acetonitrilo
1% 3% 5%
SeCys2 y Se”’ 0.67 0.48 0.41
Se”’ y SeVI 0.80 0.82 0.80
y SeMet 0.27 0.22 0.12
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Figura 26. Cromatograma obtenido sobre un columna Hamilton PRP-1, empleando como
fase móvil TEAB 1.0 mmol/L a pH4, en Acetonitrilo al 1% (y/y) a 1.0 mLñnin.
1.2.1.2. Empleo de contraión aniónico
EL empleo de un contraión aniónico se evaluó, con el fm de disponer de un método
cromatográfico capaz de diferenciar al menos entre especies orgánicas de selenio. Bajo esta
modalidad cromatográfica es de esperar que las especies inorgánicas eluyan juntas en el
volumen muerto, sin interferir en la determinación del resto de especies. El estudio se
realizó sobre la columna Hamilton PRP- 1 empleando como contraión pentanosulfonato
sódico (PSNS). La detección se llevó a cabo por acoplamiento al ICP-MS modelo Eclipse,
registrándose la señal de 785e en el tiempo. En el estudio de las condiciones
cromatográficas óptimas, el resto de variables experimentales se mantuvo constante de
acuerdo con los datos reflejados en la Tabla 11.
Efecto de la concentración de PSNS
Para comprobar el efecto de la concentración de contraión presente en la fase móvil
sobre la separación cromatográfica, se varió ésta desde 0.1 a 1.0 mniol/L, manteniendo
~isV
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A la vista de los resultados obtenidos, se seleccionó un pH=2.4 para la realización
de los estudios posteriores, ya que a este “alor de pH se conseguía la mejor separación.
Efecto de la concentración de modificador orgánico
El aumento del porcentaje de acetonitrilo produce una reducción en la retención de
las especies orgánicas. Además, la adición de cantidades crecientes de modificador
orgánico ocasiona una disminución de la señal de selenio por ICP-MS. En consecuencia se
eligió un porcentaje del 1% de acetonitrilo para la separación cromatográfica.
En la Figura 29 se presenta el cromatograma obtenido para las cuatro especies de
selenio estudiadas (25 pg/L de selenio por especie) bajo las condiciones de operación
optimizadas.
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Figura 29. Cromatograma obtenido con una columna Hamilton PRP-l, empleando como
fase móvil PSNS 1.0 mmol/L a pH4.0 y con un 1% (v/v)de acetonitrilo a 1.0 mL/min.
Los resultados obtenidos con esta modalidad cromatográfica no fueron
satisfactorios, al no permitir la separación de las especies orgánicas e inorgánicas
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simultáneamente. Por ello se inició el estudio de la separación mediante cromatografia de
intercambio iónico.
1.2.2. Croinatografla de cambio iónico
El empleo de la cromatografia de cambio iónico para la separación simultánea de
especies orgánicas e inorgánicas de selenio no resultaba muy prometedor, debido a la
semejanza de sus constantes ácidas (Figura 2). Puesto que en casi todo el intervalo de pH,
las especies inorgánicas se encuentran en forma aniónica y los seleno-aniinoácidos en
forma de zwiterion, se eligió la cromatografla de cambio aniónico.
1.2.2.1. Cambio aniónico fuerte
El estudio se realizó sobre una columna Spherisorb SAX, cuya fase estacionaria está
formada por cadenas de octadecil sílice (ODS) con unión a grupos amonio cuaternario
[concretamenteCH3-CH2-CH2-W-(CH¿Úd. El pH de trabajo queda restringido al intervalo de
2 a 8, por requerimiento de la fase estacionaria, siendo recomendable no alcanzar estos
limites.
En la Figura 30 se presenta el cromatograma obtenido para una mezcla de
disoluciones patrón conteniendo 20 xg/L de selenio por especie, la elución se realizó
empleando como fase móvil una disolución reguladora de fosfato 10 mmol/L a pH 6.8. En
estas condiciones de trabajo no fue posible diferenciar entre especies orgánicas, ya que
posiblemente la forma de zwiterion que presentan los aminoácidos dificulta su retención en
la columna de intercambio aniónico, eluyendo en las proximidades del tiempo muerto
(123 s para un caudal de 1.0 miL/min), el cual fue calculado a partir de una disolución
conteniendo 20 gg/L de Li~ y registrando la señal en el tiempo a relación m/z7. Las
especies inorgánicas presentan una buena resolución en la separación.
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Figura 30. Cromatograma obtenido por cromatografla de cambio aniónico fuerte, con una
columna Spherisorb SAX y detección porICP-MS (20 gg/L de selenio por especie).
Estudios posteriores han desarrollado métodos cromatográficos para la separación
de estas especies por cambio aniónico, a través del empleo de fases estacionarias
poliméricas, capaces de soportar pHs superiores a 8. De este modo, los seleno-aminoácidos
presentan una mayor retención debido a que a pHs tan básicos se presentan en forma
aniónica [Emteborg y col., 1998; Alsing Pedersen y col., 1997].
1.2.2.2. Cambio aniónico débil
Los métodos cromatográficos anteriormente descritos no permiten la separación
simultánea de especies orgánicas e inorgánicas, haciendo necesario el empleo de dos
sistemas cromatográficos diferentes. La separación de especies orgánicas, puede realizarse
por cromatografia de fase inversa empleando contraión aniónico, mientras que la
separación de especies inorgánicas requiere el empleo de la cromatografla de cambio
aniónico. El hecho de trabajar con dos sistemas cromatográficos totalmente diferentes
conlíeva ciertos inconvenientes prácticos, debido al tiempo requerido por cada fase
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estacionaria para la equilibración inicial y la limpieza final. Así pues, la determinación de
especies orgánicas e inorgánicas en una muestra, supone un elevado tiempo de análisis.
Con el fm de conseguir la separación simultánea de especies orgánicas e inorgánicas
de selenio, se eligió una columna de cambio aniónico débil: Spherisorb ODS/AM[NO, cuya
fase estacionaria consiste en una mezcla equimolecular de grupos octadecil y amino, sobre
un soporte de sílice. Las especificaciones comerciales mostraban un carácter mixto,
permitiendo operar tanto en fase inversa como cambio aniónico, siendo necesario para esta
últimamodalidad la protonación de los grupos amino a través de la fase móvil adecuada.
Los estudios presentados en esta sección comenzaron a desarrollarse con
acoplamiento al ICP-MS modelo Eclipse, registrando la señal para el isótopo 78 en función
del tiempo y se continuaron en el modelo PQ3, monitorizándose la señal del isótopo 82 por
su mejor relación señal/ruido. Puesto que las diferencias entre ambos equipos radican en la
sensibilidad de la determinación, los parámetros cromatográficos fueron los mismos. El
desarrollo experimental se realizó bajo las condiciones operativas indicadas en la Tabla 11.
La concentración de selenio para cada una de las especies fue de 20 ~.tg/Len el modelo
Eclipse y de 5 gg/L en el modelo PQ3.
El tiempo muerto del sistema se obtuvo a partir del tiempo de elución
correspondiente a una disolución de Litio (1O~.tg/L), registrado a m/z=7, el cual no
interacciona con la fase estacionaria de la columna. Este parámetro fue evaluado a
diferentes caudales de fase móvil, resultando un volumen muerto medio de 2.04±0.01 mt.
Influencia delpHde la fase móvil
Para evaluar la influencia del pH sobre la retención de los analitos en la fase
estacionaria, se emplearon diferentes disoluciones reguladoras de fosfato 5.0 mxnol/L en el
intervalo de pH de 2.5 a 7.0. Los resultados obtenidos se han representado en la Figura 31.
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efecto de repulsión electrostática entre el catión y los grupos amino protonados de la fase
estacionaria. Esta especie incrementa su retención al aumentar el pH de la fase móvil, junto
con un notable ensanchamiento de banda a pHs superiores a 6.0. Este hecho parece indicar
una interacción de esta especie con los grupos silanol de la fase estacionaria, que se
encontrarán parcialmente desprotonados a estos valores de pH (Si-0).
En la Tabla 29 se muestran los valores de la resolución cromatográfica (Rs) ftente al
pH de la fase móvil (fosfato Smmol/L). Los cálculos se han realizado en un intervalo de pH
desde 2.5 a 6.0, ya que a pHs más básicos la especie TMSe~ eluye como una banda ancha,
interfiriendo notablemente en la resolución cromatográfica.
Tabla 29. Valores de Rs para las especies de Se(5 ~xg/Lde Se por especie) en función del
pH de la fase móvil, en una columna Spherisorb ODS/NH2 y a un caudal de 1.0 miL/mm.
Sobre la tabla se observa que la mejor resolución entre especies orgánicas se
produce a pHs ácidos, entre 2.5 y 3.0, sin embargo las especies inorgánicas no eluyen a pH
inferiores a 6.0. Debido a los resultados obtenidos, la separación simultánea de las seis
especies de selenio podría realizarse a través de un gradiente de pH desde 2.7 a 6.0. En
estas condiciones, el análisis no es operativo debido al tiempo necesario para la
equilibración de la columna hasta alcanzar el pH deseado, produciéndose la elución de las
especies inorgánicas al cabo de aproximadamente una hora desde el inicio del
cromatograina. Este hecho obliga a realizar la separación en condiciones de pH isocrático,
al pH mínimo donde se produce la elución de las especies inorgánicas (pH6.0). Sin
pH de fase móvil (fosfato 5 ¡nnolfL)
Especies 2.5 2.7 3.0 3.2 3.7 4.0 4.4 5.5 6.0
TMSe~ySeCys2 1.23 1.24 1.22 1.10 1.05 1.03 0.95 0.90 0.83
SeCys2ySeMet 1.35 1.36 1.36 1.28 1.22 1.16 1.14 1.08 1.02
SeMet y SeEt 2.52 2.53 2.51 2.48 2.43 2.39 2.36 2.34 2.30
SeEty Se”’ - - - - - - - - 1.23
Se”’ySe”’ - - - - - - - - 8.11
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embargo, según se observa en la Tabla 29, a este pH se produce un elevado grado de
solapamiento entre las especies TMSe~ y SeCys2, con una pobre resolución entre las
especies SeCys2/SeMet y SeEtISe”’, menor de 1.5; con el fin de mejorar las condiciones de
la separación, se procedió al estudio de otras variables cromatográficas.
Efecto del caudal defase móvil
El estudio para seleccionar el caudal óptimo de fase móvil empleado en la
separación, se llevó a cabo “amando este parámetro desde 0.6 a 1.0 mL/min. En la Tabla 30
se indican los resultados obtenidos para la relación “tWw’ en función del caudal de fase
móvil (fosfato 5.0 mmol/L a pH6.0). El estudio se realizó para cuatro especies de selenio
(selenocistina, selenometionina, selenito y seleniato) con una concentración de 5 pg/L de
Se por especie.
Tabla 30. Valores de tr/W obtenidos para especies de selenio en función del caudal de fase
móvil (fosfato 5.0 mmolIL a pH6.O) en una columna Spherisorb ODS/NH2.
Los resultados muestran una mayor relación “tr/W” y por lo tanto una mejor eficacia
de la columna, así como una mejor resolución, para un caudal de fase móvil de 1.0 mL/min,
por lo que éste fUe elegido como óptimo para el desarrollo del resto de experimentos.
Influencia de la concentración defase móvil
El estudio de la influencia de la concentración de fase móvil sobre la separación
cromatográfica, se llevó a cabo variando la concentración de la disolución fosfato desde 2.5
Caudal de fase móvil (mL/mm)
Especie 0.6 0.8 1.0
SeCys2 3.18±0.05 3.29±0.07 3.43+0.07
SeMet 3.92±0.08 3.98±0.10 4.07+0.08
Se”’ 4.24±0.11 5.15+0.12 5.15+0.14
Se”’ 10.67±0.16 11.09+0.18 13.67±0.14
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De los resultados obtenidos podemos concluir que es necesario el empleo de una
concentración de tampón fosfato 3.5 mmol/L para conseguir una óptima separación entre
las especies SeEt y SeW, sin embargo, para esta concentración, la elución de la especie Se”’
se retrasa considerablemente, aumentando por ello el tiempo de análisis. Puesto que a
mayores concentraciones de fosfato se produce una reducción en el tiempo de retención de
esta especie, se procedió a realizar la elución a través de un gradiente de concentración
desde 3.5 a 7.0 mmol/L, manteniendo el PH constante en 6.0.
La Figura 33 muestra el cromatograma obtenido, para una concentración de 5 ¡igl
de selenio por especie, en la separación de las seis especies de selenio (TMSe~, SeCys2,
SeMet, SeEt, SeW y Se”~) sobre la columna Spherisorb ODS/NH2. La elución se realizó
empleando como fase móvil tampón fosfato a pH6 y con gradiente de concentración desde
3.5 a 7 mmol/L (resto de condiciones indicadas en la Tabla 11). El método propuesto, que
en adelante nombraremos como “método croinaboráfico a pH=6”, permite la separación
entre las seis especies de selenio, si bien la resolución entre TMSe~ y SeCys2 no es buena.
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Figura 33. Cromatograma obtenido sobre una columna Spherisorb ODSINH2 empleando
un gradiente de concentración de fosfato desde 3.5 a 7.0 mmoVL a pH#.0 (método
crornatográfico a pH=6).
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Observando los datos de resolución cromatográfica expuestos anteriormente en la
Tabla 29, se produce una mejora en la separación de especies orgánicas a pHs inferiores a
3.0. La Figura 34 muestra el cromatograma obtenido empleando una fase móvil de fosfato
5.0 mmoVL a pH2.7, manteniendo constantes el resto de condiciones según las indicadas
en la Tabla 11, con una buena resolución entre las cuatro especies orgánicas de selenio. En
adelante nos referiremos a este procedimiento como “método croinatográfico a pH=2. 7”.
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Figura 34. Cromatograma obtenido sobre una columna Spherisorb ODSINH2 empleando
como fase móvil una disolución de fosfato 5.0 mmoVL a pH2.7 (método crornatográfico a
pH2. 7).
En conclusión, es posible realizar la separación y determinación de especies
orgánicas e inorgánicas de selenio bajo dos metodologías cromatográficas, mediante un
simple cambio de las condiciones de pH y concentración de la fase móvil. Por otro lado, en
muestras donde no estén presentes todas las especies de forma simultánea es posible
realizar el análisis bajo uno de los métodos indicados.
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La fuerza iónica del medio además de influir en la resolución cromatográfica puede
modificar la señal analitica. Los resultados obtenidos se reflejan en la Tabla 31 y se han
expresado en términos de señal relativa, calculada como la relación entre la señal de selenio
en presencia y ausencia de NaCí o suero salino y expresada en porcentaje, la señal fue
evaluada en términos de área de pico, registrándose la señal de los isótopos 78Se y 825e en el
ICP-MS.
Tabla 31. Efecto de la fuerza iónica sobre la señal de selenio (5 ¡.tg/L de Se por especie)
por HPLC-ICP-MS empleando el método cromatográfico apH=6.
Fuerza lónica Sefial Relativa (%)
(mmol/L) TMSe~ SeCysz SeMet SeEt Se Sevi
1.6 98+2 99+2 98+3 101±2 102+3 92±4
4.0 97+3 93+3 102+4 99±3 99±2 99+3
8.0 101+3 99±3 94±4 103±4 103+4 97+2
16.0 99±4 91±5 99±3 97±3 101±3 96±3
18.0 97±3 92±3 103+4 100±4 100±3 91±4
27.0 100±3 93±3 94+3 97±2 102±4 88+3
40.0 102+4 95±4 101±3 95±4 98±3 80+4
55.0 98±3 94+3 102±4 102+3 101±3 70±5
80.0 99±4 89±4 96±3 99±2 98+4 65±4
110.0 96±3 96±4 97±4 97±3 102±3 54±4
170.0 96±4 101+3 98±3 101+2 100+5 50±4
220.0 98±3 95±4 102+4 104±5 103+3 45±3
340.0* 102±3 105±4 98±3 99±2 101+4 42+4
850.0* 103+4 104±3 103±4 101±3 102±3 38±3
* Obtenido sólo a partir de NaCí
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Los resultados obtenidos mediante la adición de NaCí o de suero salino, para un
mismo valor fmal de fuerza iónica, no dieron lugar a diferencias significativas para un
intervalo de confianza del 95%. Sobre la tabla se observa ausencia de efecto sobre la señal
analítica para todas las especies salvo para Sevx, que experimenta una reducción creciente
en la señal obtenida a partir de una fuerza iónica de 27 mmol/L.
Debido al efecto que ejerce la fuerza iónica sobre la elución de la especie TMSe~,
los estudios relativos a esta especie fueron realizados por separado para evitar el
solapamiento con la especie SeCys2. El efecto sobre el resto de las especies fue realizado de
forma conjunta en la misma disolución.
Caracterísficas analíticas
La Tabla 32 muestra inc ulntnc ¿je rnlihrnrhSn y inc rnrncterictirnc nnalíticas
obtenidas para las seis especies de selenio estudiadas, empleando el método cromatogrófico
a pH=2. 7 para las especies orgánicas y el método cromatográfico a pH=6 para las especies
inorgánicas selenito y seleniato.
Los límites de detección (L.D.) fueron calculados a partir de diez determinaciones
de la disolución patrón de menor concentración empleada en el calibrado, ya que la señal
procedente del blanco no era discernible de la línea base del cromatograma. La
concentración de esta disolución fue de 0.5 ¡i.g¡L de Se por especie. La precisión del
método, expresada como el porcentaje de desviación típica relativa (%RSD), se obtuvo a
partir de cinco determinaciones de una disolución patrón conteniendo 5 ~g/L de Se por
especie, resultando en todos los casos mejor que el 4%.
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Tabla 32. Datos de calibración y características analíticas para la determinación de
especies de selenio por 1{PLC-ICP-MS (volumen de inyección de 100 gL).
“e” es la concentración de Se en ¡ig/L e “y” corresponde al área
relación m/v=82, para el tiempo de integración empleado de 2.5 s.
del pico cromatográfico a
Los resultados indicados en la Tabla 32 corresponden a los ensayos realizados con
el modelo PQ3, registrando la señal del isótopo 82 con el tiempo. Los limites de detección
obtenidos con el modelo Eclipse para la relación m/z=78 fueron peores debido al mayor
nivel de fondo que presenta el instrumento, resultando de 2.0, 2.0, 1.0, 2.3, 1.6 y 1.2 ~.¡g/L
de selenio para las especies TMSe~, SeCys2, SeMet, SeEt, Se”’ y Sé” respectivamente.
Puesto que las posteriores aplicaciones a muestras fueron realizadas sólo con el modelo
PQ3, no se ha considerado de interés presentar otra tabla de características analíticas
correspondientes al modelo Eclipse.
El método propuesto fue aplicado al análisis de dos muestras de agua con valores de
concentración recomendados para las especies de selenio inorgánico (BCR CRM 602 y 603).
La validación del método para las especies orgánicas de selenio fue realizado a través de
estudios de recuperación, debido a la ausencia de materiales certificados. La Tabla 33
muestra los resultados obtenidos.
Especie Ecuación de calibración L.D. RSD/%
y(atts,)+(b*tsb)c (¡iglLSe) <SjxgfL)
TMSC y 0 + 6)x10
2 + (673 + 7)x10’c 0.9994 0.09 3.2
SeCys
2 y (-4 + 6)x102 + (650±7)xlO ‘c 0.9996 0.10 2.8
SeMet y (4 + 6)x102 + (618 + 7)xlO’c 0.9996 0.11 3.5
2SeEt y= (-2 + 7)xl0 + (599±9)xlO’c 0.9996 0.13 3.0
Se1” y(4±7)x102+(604+8)x10’c 0.9992 0.12 3.3
Se”’ y’ (-4 ±6)x102 + (662±7)xlO’c 0.9996 0.09 2.9
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La presencia de 20 giL de NaCí en la matriz de ambos materiales de referencia
(¡.i=340 mmol/L) hizo necesario realizar la calibración a través del método de adiciones
estándar para la cuantificación de la especie SJ. Los estudios de recuperación para las
especies TMSe~ y SeCys2 fueron realizados de forma separada debido al solapazniento que se
produce en la elución de dichas especies, al nivel de fuerza iónica mencionado.
Los resultados de la Tabla 33 muestran la ausencia de diferencias significativas, para
un nivel de confianza del 95%, entre los valores encontrados y los valores recomendados,
junto con una excelente recuperación de las especies orgánicas adicionadas. Todos los valores
se encuentran comprendidos dentro del intervalo 96-104%.
Tabla 33. Resultados obtenidos en la validación del método para la determinación de especies
de selenio porHPLC-ICP-MS, bajo las condiciones experimentales indicadas en la Tabla 11.
Muestra Especie Se recomendado Se adicionado Se encontrado %Recuperación
(¡.tg/L) (¡‘gIL) (pgfL)
CRM 602 Se”’ 5.5 ±0.4 5.6±03
Se~ 7.6±0.6 7.4±0.4
TMSe~ 5.0 5.2±03 104±6
SeCys2 5.0 4.8±0.2 96±4
SeMet 5.0 4.9±0.2 98±4
SeEt 5.0 5.1±0.3 102±6
CRM6O3 Se”’ 35±2 36±1
Se’
T’ 45±4 41±1
SeCys
2 20 20.3±0.5 101±2
40 41±1 103±3
SeMet 20 19.6±0.8 98±4
40 39±1 96±3
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Como sucede generalmente en los métodos cromatográficos, la aplicación a muestras
ofrece mayores dificultades frente al análisis de disoluciones patrón, cuyo medio es
simplemente agua destilada. En este caso, la salinidad de la matriz afecta seriamente a la
elución de las especies TMSe~ y Se~. La interferencia mostrada en la determinación de la
especie seleniato puede ser evitada a través de la aplicación del método de calibración por
adiciones estándar. Sin embargo, la interferencia mostrada por la salinidad del medio sobre la
elución de la especie TMSe~ es un problema de mayor consideración, aunque sólo afectará a
aquellas muestras donde estén presentes las especies TMSe~ y SeCys2 de forma simultánea.
En este casos, el problema puede solucionarse pordos vías:
1. Debido a la elevada sensibilidad de la técnica de detección (ICP-MS), en muchos
casos es posible emplear la simple dilución de la muestrapara reducir su fuerza iónica.
2. Cuando el nivel de concentración de estas especies en la muestra sea muy bajo y
no permita la dilución de la misma, es posible llevar a cabo la cuantificación
realizando el cromatograma a dos pHs diferentes. Por un lado, a pH<6 donde se
realizaría la cuantificación del conjunto debido al solapamiento de ambas especies, y
por otro lado a pHs superiores (6-7), donde la especie TMSe~ retrasa
considerablemente su tiempo de elución permitiendo la cuantificación de la especie
SeCys2. La concentración de TMSe
t en lamuestra se obtendría pordiferencia.
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2. DETERMINACIóN DE ESPECIES DE SELENIO EN MUESTRAS DE ORINAL
2.1. INTRODUCCIÓN
Parte del selenio ingerido por el hombre y por los animales terrestres es excretado a
través de la orina, es por ello que la determinación de selenio en este fluido biológico se
emplea como un indicador del nivel de este elemento en el organismo. En la orina humana,
cantidades de selenio entre 20 y 200 ¡tg/dia se consideran como nivel de excreción normal,
mientras que la excreción de niveles de concentración fuera de este intervalo, se ha
asociado a problemas tanto de deficiencia como de toxicidad en este elemento [Sanz
Alaejos y col., 1993 y 1995]. Sin embargo, conocer únicamente la concentración total de
selenio en la orina ofrece poca información, siendo necesario el conocimiento de las
formas químicas y de su concentración, parapoder ayudar a los especialistas a completar el
ciclo biológico de este elemento en el organismo.
La tarea del químico analítico comprende el desarrollo de métodos de análisis
aplicables a muestras, pero en muchos casos, la complejidad de la matriz, así como los
bajos niveles de concentración en que se encuentran las especies a analizar, dificulta la
etapa de aplicación. Algunos métodos propuestos para la determinación de especies de
selenio en orina han sido aplicados a muestras enriquecidas [Blaisy coL, 1991; Marchante-
Gayón y col., 1996], sin embargo, pocos trabajos han conseguido la identificación de
especies presentes en la orina, mostrando en general diferencias entre ellos [Fodor y col.,
1983; Yang y col., 1995; Das y col., 1996; González LaFuente y col., 1996].
Palnier y colaboradores, en 1970, fueron los primeros en identificar la especie
TMSe~ como el producto mayoritario de la excreción de selenio a través de la orina.
Puesto que gran parte de los mecanismos biológicos implican reacciones de reducción y
metilación, desde los primeros estudios se ha considerado a esta especie como unos de los
productos resultantes del mecanismo de detoxificación del organismo [Palmery col., 1969;
Foster y col., 1984; Glover y col., 1979; Nahapetian y col., 1984; Janghorbani y col.,
1989]. Posteriores estudios han corroborado la presencia de esta especie en la orina,
aunque en un intervalo de concentración muy variado, del 10 al 70% dcl selenio total
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[Krausy col., 1985; Blotcky y col., 1985 y 1987; Shibata y col., 1992]. Otros trabajos
publicados muestran la presencia mayoritaria de especies inorgánicas de selenio en orina
humana, con una menor presencia e incluso ausencia, de la especie TMSe~. Por ejemplo,
Yang y colaboradores en 1995, encontraron una mayor contribución de la especie Se”’
(entre 100 y 400 ¡±g/L),mientras que la especie TMSe~ fue detectada en algunas de las
muestras y a un nivel de concentración de tan sólo 10 ¡tg/L. Por otro lado, Fodor y Barnes
en 1983, realizaron el análisis de especies de selenio inorgánico en la orina de once
individuos sanos, encontrando un contenido medio de Sé” (8.6 ¡¡gIL) tres veces superior a
la concentración de SeN (3.1 iig/L). A diferencia de los anteriores, Muñoz Olivas y
colaboradores en 1996, encontraron en orina humana un pico principal que podía ser
atribuido a la especie SeCys2, sin evidencia de la presencia de la especie TMSet Mientras
que otros trabajos muestran la presencia de selenio inorgánico en la orina humana, junto
con otras especies de selenio desconocidas, diferentes a SeMet, SeEt, TMSe~, DMSe2,
MMSe [GonzálezLaFuente y col., 1996].
El carácter esencial del selenio y los desórdenes biológicos provocados por su
deficiencia en el organismo, ha conducido a diversos estudios sobre la incorporación del
selenio administrado de forma suplementaria en la dieta. La biodisponibilidad del
selenio y su distribución en el organismo depende en una gran extensión del tipo de
especies ingeridas, produciéndose una mayor retención de la especie SeMet frente a la
administración de otros seleno- aminoácidos o especies inorgánicas [Thomson, 1998].
En estos estudios, el análisis de la orina es de gran interés, ya que permite evaluar la
relación entre las especies de selenio ingeridas y excretadas.
Se ha comprobado que tras la administración de elevadas cantidades de
selenometionina y selenocistina a ratas, se produce un incremento en la excreción de
TMSe~ en la orina [Kraus y col., 1985; Foster y col., 1986]. Blotcky y colaboradores, en
1985, observaron un aumento en el nivel de concentración de la especie TMSe~ en la
orina de trabajadores expuestos a este elemento. Por otro lado, la ingestión de vitaminas
enriquecidas con Se’Tl o SeMet conduce a un aumento en la exacción de Se”’ y SeCys2
en la orina [Gómez y col., 1998]. En conclusión, aunque muchos autores han encontrado
cantidades significativas de la especie TMSe~ en la orina, los altos niveles de
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concentración parecen estar asociados a un exceso en la ingestión [Shibatay col., 1992] y
las diferencias encontradas en cuanto a las especies presentes en la orina de forma original,
puedenproceder de diferencias en la alimentacion.
La complejidad de la matriz de la muestra hace necesario abordar los problemas de
estabilidad y almacenamiento de la misma. Se han realizado varios estudios sobre la
estabilidad de especies de selenio en disolución acuosa [Cobo y col., 1994; Héninger y
col., 1997; Muñoz Olivas y col., 1998]. Muñoz Olivas y colaboradores, en 1998,
observaron una excelente estabilidad para las especies TMSe~, SeCys2 y SeMet durante
tres meses bajo todas las condiciones estudiadas, aunque las mejores condiciones de
almacenamiento se encontraron en contenedores de vidrio pyrex a 4 y 20 0(3 y en
oscuridad. Las especies inorgánicas en solución acuosa se han mostrado estables durante
doce meses en contenedores de PTFE a -20 0(3, en estas condiciones no es necesario
acidificar las muestras [Cobo y col., 1994].
Estos resultados no pueden extrapolarse a los fluidos biológicos, ya que la
presencia de la matriz puede modificar las condiciones de muestreo y almacenamiento. En
contraste con la mayoría de elementos, la contaminación de selenio es poco probable, sm
embargo la estabilidad de las especies de selenio es un problema a considerar. A
temperatura ambiente laproliferación bacteriana transforma la urea en amomaco, causando
una orina alcalina. Los cambios de pH pueden afectar a la composición de la orina [Ames,
1987] y a la estabilidad de las especies de selenio [Héningery col., 1997]. Algunos autores
aseguran la estabilidad del selenio cuando las muestras de orina se almacenan a 4 0(3 en
botellas de polietileno durante 12 horas [Sanz Alaejos y col., 1995], sin embargo el estudio
se refiere al contenido en selenio total, y por lo tanto no considera la posible
transformación de especies. Recientemente, se ha estudiado la estabilidad de las especies
TMSe~, SeCys2, SeMet, SeN y Se”’ en muestras de orina filtradas a través de cartuchos de
1’ A........*~..... a a’ ni
~-j~ uu’anw un periodo de tiempo de uos ulas [Gómez y col., i99aj. ~as muestras de orina
adicionadas con 100 y 200 ¡tg/L de Se por especie fueron almacenadas en frascos de
polietileno a -4 0(3 mostrando pérdidas para las especies St y SeCys2 en un tiempo
superior a ocho horas desde la toma de muestra. Los autores recomiendan el análisis
inmediato de las muestras de orina para evitar pérdidas de estas especies.
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El objetivo principal de este estudio se encaminó hacia la detenninación de
especies de selenio en ovina humana, junto con la descripción de un tratamiento de muestra
capaz de mejorar la estabilidad de las especies presentes y así evitar la necesidad de un
análisis inmediato.
2.2. IDENTIFICACIÓNDEESPECIES DESELENIO ENMUESTRAS DE ORINA
Las muestras de orina pueden ser analizadas por simple dilución en agua Milli-Q,
generalmente 1/5, e inyección directa en la columna cromatográfica [Yang y col., 1995].
De este modo se realizó el análisis de muestras de orina procedentes de tres individuos
sanos, a los que nos referiremos como A, B y (3, todos ellos sujetos a una dieta alimenticia
normal. Los análisis se realizaron a través del acoplamiento 1-{PLC-ICP-MS con el modelo
PQ3, registrando la señal en función del tiempo para los isótopos 82 y 78Se. Los
resultados obtenidos para ambas relaciones m/z fueron los mismos, diferenciándose tan
sólo en su correspondiente relación señal/ruido (ver Estudios Preliminares en el
Capítulo IV).
Las Figuras 36 y 37 muestran los cromatogramas obtenidos para las tres muestras
de orina a través de los métodos cromatográficos a pH=2. 7 y 610 respectivamente
(apanado 1.2.2.2.). Puede observarse como el perfil cromatográfico obtenido para las tres
muestras fue cualitativamente el mismo. En todos los casos, se obtuvieron dos picos a
pH=2.7 y 3 picos a pH=6.0. Para la identificación de las especies presentes en las muestras
de orina se procedió a la adición de disoluciones patrón de las especies conocidas. La
Figura 38 muestra la comparación de los cromatogramas obtenidos para la orinaÁ (a
dilución 1/5), con y sin laadición de 5 i.tg/L de Se para las especies TMSe~, SeCys2, SeMet
y SeEt, a través del método cromatográfico apH=2.7. Por otro lado, la Figura 39 muestra
la comparación entre el cromatograma obtenido para la misma muestra (dilución 1/5),
empleando el método cromatográfico a pH=6.O, y la adición de 5 ¡tg/L de Se para las
especies orgánicas e inorgánicas (TMSe~, SeCys
2, SeMet, SeEt, Se”’ y Se”’).
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Figura 36. Cromatogramas obtenidos por HPLC-ICP-MS, para las muestras de orina
(dilución 1/5) de tres individuos (A, B y (3) a través del método cromatográfico apH=2. 7
(Spherisorb ODS/NH2, fosfato 5 mmol/L a pH=2.7).
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Figura 37. Cromatogramas obtenidos por HIPLC-ICP-MS, para las muestras de orina
(dilución 1/5) de tres individuos (A, B y (3) a través del método cromatográfico apH=6.O
(Spherisorb ODS/NH2, fosfato 3.5 y 7 mmol/L a pH6.0).
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El primer pico presente en la orina, eluye a 150 segundos bajo el método
cromatográfico a pH=2.7, y retrasa ligeramente su elución en el método cromatográfico a
pH=6? O. La Figura 39 muestra que no es posible diferenciar entre las especies TMSe~ y
SeCys2 a pH6.0, mientras que en la Figura 38 se observa la elución de ambas especies
por separado con el método cromatográfico a pH=’2. 7. El aumento en el área del primer
pico presente en la muestra tras la adición de la especie TMSe~, permite asegurar la
ausencia de SeCys2 en la ovina y la probable presencia de TMSe~, lo que se corresponde
con gran parte de los antecedentes bibliográficos. Debido a que la elución de esta especie
se produce en el volumen muerto a pH=2.7, no se ha descartado la posibilidad, de que este
primer pico que aparece en los cromatogramas de las muestras de orina, se deba a otra
especie catiónica de selenio o a una mezcla de varias, como son la selenoniocolina
[(CH3)=Se~CH,CH2OH]y la selenoniobetaina [(CHO2Se~CH2COOH].
El segundo pico encontrado en el análisis de las muestras de orina eluye a 315
segundos en el método cromatográfico a pH=2.7 y a 340 segundos a pH6.0. Como se
observa en las Figuras 38 y 39, la elución se produce entre las especies SeMet y SeEt. Este
pico presente en la muestra no puede ser atribuido a ninguna de las especies de selenio
estudiadas, ya que la adición de disoluciones estándar no induce a un aumento en el área
del pico encontrado en la muestra. El tiempo de retención de la especie desconocida
sugiere la posibilidad de que se trate de otro seleno-aminoácido diferente a los estudiados,
o de una forma metilada de la especie SeMet. En adelante nos referiremos a esta especie
como “Desconocida, (Di)”.
El tercer pico encontrado en las tres muestras de orina sólo eluye a través del
método cromatográfico a pH=6 O, al igual que las especies inorgánicas. Con un tiempo de
retención de 630 segundos, era de esperar que correspondiera a la especie Se”’, sin
embargo, como se muestra en la Figura 39, la adición de disoluciones estándar de esta
especie provoca la aparición de otro pico próximo al anterior, pero con diferente tiempo de
retención. Puesto que no fue posible identificar esta especie presente en las muestras de
orina, en adelante nos referiremos a ella como ‘Desconocida
2 (11)2)”. El hecho de que esta
especie desconocida de selenio no eluya a pHs de fase móvil ácidos, sugiere la presencia
de un fuerte carácter aniónico como ocurre con las especies inorgánicas.
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La Figura 40 muestra el cromatograma obtenido para la muestra de orina del
individuo A (dilución 1/5) con adición de la especie Se”’ y empleando como fase móvil
una disolución de fosfato 2.5 mmol/L a pH=6. Al reducir la concentración de la fase móvil,
se produce un retraso en la elución de la especie SeN adicionada, mejorando la resolución
entre las especies D2 y SeN. El hecho de que la elución de la especie D2 no se vea afectada
por la concentración de la fase móvil, a diferencia de las especies de selenio inorgánicas,
pero si por el pH de ésta, sugiere un mecanismo de retención-elución mixto entre fase
mversa y cambio aniónico, lo que hace pensar en una molécula orgánica cargada
negativamente
750
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Figurn 40. Cromatograma obtenido en la columna Spherisorb ODS/N112 para la orina
(individuo A) a dilución 1/5, con la adición de 5 ¡ig/L de SeN, empleando como fase móvil
una disolución de fosfato 2.5 mmol/L a pH6.
En conclusión, puesto que no se encontraron evidencias de la presencia de la
especie SeCys2, evitando asi su solapamiento con la especie TMSe~ en el método
cromatográfico apH#O, y dado que las especies desconocidas (Di y D2) no solapan en
su elución, las muestras de ovina pueden ser analizadas empleando éste como único
procedimiento cromatográfico.
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2.3. TRATAMIENTO DEMUESTRA
Las muestra de orina deben ser almacenadas a 4 0(3 y analizadas dentro de las
primeras ocho horas desde su recolección [Ames, 1987]. Esta inestabilidad de las muestras
sugiere la necesidad de estabilizarías para evitar el análisis inmediato de las mismas. Con
esta fmalidad, algunos autores adicionan a la orina compuestos como son: tolueno,
formaldehído, ácido clorhídrico, ácido nítrico y otros, para así prevenir la proliferación
bacteriana y minimizar las pérdidas de selenio por adsorción [SanzAlaejos y col., 1995].
Sin embargo, estos aditivos pueden inducir a la transformación de especies, así como
producir interferencias en la técnica instrumental empleada en el análisis. Otros trabajos
muestran complejos métodos de tratamiento de muestra, basados en la precipitación de
proteínas, preconcentración de especies de selenio mediante evaporación a sequedad y
posterior redisolución del residuo en un pequeño volumen [Blaisy col., 1991]. El estudio
se realizó sobre muestras de orina adicionadas con las especies TMSe~ y selenoniocolina
[(CH3hSe~CH,CHzOH], sin embargo, los métodos que implican procedimientos de
precipitación y evaporación pueden dar lugar a pérdidas de especies debido a procesos de
adsorción o volatilizacion.
Ya que la inestabilidad de las muestras de orina procede de su matriz orgánica, se
pensó en su eliminación a través de un sencillo tratamiento por extracción en fase sólida,
empleando cartuchos de C,8.
En el intervalo de pH de trabajo (entre 2.7 y 6.0), todas las especies de selenio
estudiadas se encuentran en forma iónica (Figura 2). Las especies inorgánicas están
presentes como HSeO3~ y SeO?, la especie trimetilselenonio es un catión y los seleno-
aminoácidos (SeCys2, SeMet y SeEt) están presentes como zwiteriones (Tabla 2). Puesto
que sólo las especies no polares pueden ser retenidas en los cartuchos de ~ las especies
de selenio serán eluidas y por lo tanto separadas de la mayor parte de la matriz orgánica.
Sin embargo, la matriz de la ovina podría inducir a un cambio en el comportamiento de
estas especies, por ello se procedió a estudiar la recuperación de todas las especies después
de la filtración de las muestras enriquecidas, a través de cartuchos de Cia.
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Tabla 34. Estudio de recuperación sobre muestras de ovina procesadas a través de
cartuchos de C,~, adicionadas con 5 ig/L de cada una de las especies de selenio. Los
resultados son la media ±s, para 3 experimentos separados.
El estudio se realizó a través de la adición de 0.1 gg de cada una de las especies de
selenio a diferentes alícuotas de ovina humana (8 mL). Cada alícuota fue dividida en dos
fracciones y sólo una de ellas fue procesada a través de los cartuchos de Chg. Las
fracciones filtradas fueron sometidas a dos procedimientos de lavado de los cartuchos: uno
empleando 5 mL de agua Milli-Q y el otro con 5 mL de disolución de fosfato 3.5 mmol/L
a pH6.0. Finalmente, todas las porciones fueron diluidas a 10 mL con agua Milli-Q e
inyectadas en la columna analítica. En el caso de las especies desconocidas de selenio
presentes en la muestra de orina (Di y D2), se obtuvieron los resultados por comparación
entre los obtenidos antes y después del filtrado en los cartuchos. La Tabla 34 muestra las
recuperaciones obtenidas, las cuales se evaluaron como el porcentaje de la relación entre la
señal de selenio obtenida para las muestras no filtradas y para las muestras procesadas a
través de los cartuchos de extracción. Los resultados muestran pérdidas de alrededor del
30% para las especies SeCys2 y SeEt cuando los cartuchos de C,8 eran lavados con agua
Milli-Q, mientras que con el empleo de disolución fosfato en la fase de lavado, las
recuperaciones se muestran prácticamente del 100% para todas las especies de selenio. Las
pérdidas de especies orgánicas mostradas en el estudio de recuperación, podrían atribuirse
Disolución de lavado
Especie Agua MiIli-Q Fosfato 3.5 mmol/L (pH=6)
TMSe~ 97±4% 101±3%
SeCys2 73±8% 94±4%
SeMet 89+7% 98±3%
SeEt 71±5% 95±5%
SeN 102+4% 99±4%
Se”’ 96+5% 98±3%
85±5% 97±6%
D2 90±4% 102±5%
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a una retención parcial sobre la fase estacionaria de C,g, este hecho se ve compensado con
un incremento en la fuerza iónica de la disolución empleada en el lavado. Basándonos en
los resultados obtenidos, el lavado con disolución de fosfato (3.5 mmol¡L a pW”6) fue
elegido como óptimo para el desarrollo de los experimentos posteriores
El tratamiento de muestra propuesto, como se expondrá más adelante, proporciona
una mayor estabilidad a la muestra, haciendo posible que el análisis pueda efectuarse
después de una semana desde surecolección.
2.4. ANALISIS CUANTITATIVO PARA SELENIO Y SUS ESPECIES EN
MUESTRAS DE OPINA
2.4.1. Detenninación de selenio total
El contenido de selenio total presente en las muestras de orina fUe determinado por
nebulización directa en el ICP-MS, se eligió la introducción de muestra por inyección en
flujo con el fin de minimizar las posibles interferencias de matffz además de emplear un
pequeño volumen de muestra en el análisis.
La cuantificación del selenio total en muestras no sometidas a mineralización, no es
posible con el empleo de técnicas de detección que muestren diferencias en la eficiencia de
la atomización y de la ionización según la especie estudiada, este es el caso de la absorción
atómica con atomización electrotérmica, donde las especies orgánicas muestran menor
eficiencia de atomización que las especies inorgánicas. En ICP-MS, la eficiencia en la
atomización e ionización de las seis especies de selenio estudiadas es la misma (TlvISe~,
SeCys2, SeMet, SeEt, Ser” y Sefl. La Tabla 35 muestra las curvas de calibrado obtenidas a
través del acoplamiento FI-ICP-MS, para cada una de las especies de selenio. Los
resultados muestran la ausencia de diferencias significativas, para un nivel de confianza del
95%, por lo que es posible la cuantificación del selenio total a través de la calibración con
cualquiera de las especies de selenio, y en consecuencia se eligió la especie SeN.
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Tabla 35. Ecuaciones de calibración para las distintas especies de selenio por FI-ICP-MS
a relación m/z=82 (modelo PQ3).
es la concentración de Se en ~g/L e “y” corresponde al área
Condiciones de operación indicadas en la Tabla 11.
de la señal transitoria.
La cuantificación del selenio total presente en la muestra de orina se realizó a un
nivel de dilución 1/10 a través de calibración convencional y por adiciones estándar. La
Tabla 36 muestra las pendientes obtenidas en ambos métodos de calibración, deduciéndose
que no existen diferencias significativas para un nivel de confianza dcl 95%, por lo que no
existe efecto matriz al nivel de dilución empleado.
En la Tabla 37 se muestra la concentración de selenio total obtenida para las
muestras de orina analizadas, procedentes de los tres individuos (A, B y C).
2.4.2. Determinación de especies de selenio
La cuantificación de las especies de selenio presentes en las muestras se llevó a
cabo a través del acoplamiento HPLC-ICP-MS, empleando el método cromatográfico a
pH=6. O, y registrando la señal a relación m/z82. Las muestras fueron previamente
procesadas a través de los cartuchos de C18 y diluidas con agua Milli-Q en la proporción
1/5.
Especie Ecuación de calibración
y — (a & ts8) + (b ±tsb)
TMSe~ y = (-2 + 3)x102 + (687±8)xlO’c 0.9994
SeCys2 y = (-2±4)x102 + (684 + 9)xlO’c 0.9992
SeMet y (2±4)x102 + (692±8)xIO1c 0.9996
SeEt y (3 ±4)x102 + (684 + 9)xlO1c 0.9992
Se”’ y = (2+ 3)x102 + (690 + 7)xlO’c 0.9996
y (-2 + 3)x102 + (692 + 7)xlO’c 0.9996
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Tabla 36. Pendientes de calibración obtenidas en la determinación de Se total por FI-
ICP-MS y de especies de Se por HPLC-ICP-MS, a través de los métodos de calibración
convencional y de adiciones estándar.
Con el fm de estudiar el posible efecto matriz sobre la cuantificación de especies de
selenio en la ovina, se procedió a la comparación estadística de las pendientes obtenidas a
través del método de calibración convencional y del método de adiciones estándar, para las
seis especies de selenio (Tabla 36). Los resultados mostraron la ausencia de diferencias
significativas para un nivel de confianza del 95%, lo que permite demostrar que no existe
efecto matriz para la determinación de especies en la orina, al nivel de dilución 1/5
empleado.
La estimación de la concentración de selenio de las especies desconocidas (Di y
D2) presentes en la orina, se llevó a cabo a través de la calibración convencional con otras
especies de selenio, debido a la ausencia de efecto matriz. La especie SeMet se eligió para
la cuantificación de D1 y la especie Se”’ para la cuantificación de D2, debido a sus
proximidades respectivas en la elución y por lo tanto posibles semejanzas en los
mecanismos de retención.
La Tabla 37 muestra las concentraciones de selenio obtenidas para las distintas
especies frente a su contenido en selenio total. Se observa que la suma de las
Calibrado Convencional Adiciones Estándar Dilución
b±tsb r~ b±tsb
Se Total (690±7)xlO’ 0.9996 (67±1)x10
2 0.9992 1/10
TMSe~ (67±l)x102 0.9994 (65 + 2)x 102 0.9986 1/5
SeCys2 (605 + 7)xlO’ 0.9996 (64 + 1)x102 0.9994
SeMct (618 + 6)xlO’ 0.9996 (61 + 1)x102 0.9990
SeEt (599±8)xlO’ 0.9996 (61 + 2)x102 0.9978
Se”’ (60 + 1)x102 0.9992 (59±2)x102 0.9986
SeV¡ (662±7)xlO’ 0.9996 (63 + 1)x102 0.9986
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concentraciones de selenio de las especies representa entre el 88 y el 96% del selenio total,
para las tres muestras de ovina analizadas.
Tabla 37. Concentración de Se total y en forma de especies, en ¡g/L, para las muestras
de orina analizadas procedentes de tres individuos (A, 13 y C) (media + s, n3).
2.5. ESTUDIO DEESTABILIDAD
Durante los experimentos realizados con muestras de orina se observó que cuando
las muestras eran almacenadas a 40C durante un sólo día, se producía la aparición de un
precipitado. El análisis del líquido sobrenadante mostraba pérdidas de las especies de
selenio respecto a los resultados obtenidos el día anterior, llegando incluso en muchos
casos a la ausencia total de picos en el cromatograma. Era evidente que las muestras sm
tratar no eran estables, lo que obligaba al análisis inmediato.
El estudio de estabilidad se llevó a cabo a través del control de las especies
presentes en la orina, no realizándose ningún enriquecimiento en otras especies, ausentes
en la muestra original, ya que podrían causar interacciones químicas con las especies
presentes.
Los contenedores empleados en el almacenamiento fueron viales de 10 mL de
polietileno y vidrio pyrex. Estos contenedores fueron lavados previamente y sumergidos
en un baño conteniendo liNO
3 al 10% (y/y) durante 24 horas, y fmalmente fueron
aclarados varias veces con agua Milli-Q y secados antes de su utilización.
Muestra TMSe~ D2 Se Total %R
o~naA 17.8 + 0.6 7.7 + 0.3 17.5 + 0.6 45±1 96 + 1
orina5 14.3±0.5 14.9 + 0.6 16.9 + 0.6 53±2 88±1
ovina< 19.8±0.7 8.5±0.3 6.1±0.2 38+1 96+1
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El procesado a través de cartuchos de C18 de varias alícuotas de una muestra de
orina, se llevó a cabo mediante el procedimiento indicado en la sección de tratamiento de
muestra (apanado 2.3.). Todas las alícuotas fueron mezcladas y repartidas entre los viales
de polietileno y de vidrio pyrex, y posteriormente fueron almacenadas en oscuridad a -18 y
4
0C. Los viales fueron sellados con papel de parafina.
Un total de diez viales fUeron preparados para su almacenamiento bajo cada una de
las condiciones experimentales indicadas. Para determinar la señal de referencia (SIQO,
fueron seleccionados de forma aleatoria dos viales de cada una de las series e
inmediatamente analizados a través del método cromatografico a pH=6O. Las medidas
para el estudio de estabilidad se realizaron después de 1, 7, 14 y 28 días.
La estabilidad (%R) fue evaluada a través de la relación entre la señal obtenida bajo
las correspondientes condiciones de almacenamiento (S~) y la señal de referencia (SI~f)
expresada como porcentaje, para cada una de las especies de selenio presentes en la
muestra. Los resultados representados en la Figura 41, muestran serias pérdidas para la
especie D~ después de sólo una semana, salvo en el almacenamiento en viales de
polietileno mantenidos a 4 0C. En estas condiciones, esta especie muestra pérdidas de
forma gradual en el tiempo a partir de la segunda semana de almacenamiento. Por otro
lado, las especies TMSe4 y 1)z presentan una mayor estabilidad, permaneciendo
prácticamente estables cuando el almacenamiento se realiza en viales de polietileno
mantenidos a 4 0C duranteel intervalo de tiempo estudiado.
Concluyendo, se observó una mayor estabilidad de las especies almacenadas en
viales de polietileno frente a las muestras conservadas en vidrio pyrex, posiblemente
debido a su mayor resistencia a la acción de agentes oxidantes y a la luz. El efecto de la
temperatura fue similar en ambos materiales estudiados, mejorando generalmente el
almacenamiento a 4 oc frente a -18 0C.
Las pérdidas observadas durante el estudio de estabilidad no pueden ser atribuidas
a transformación de especies, debido a la ausencia de nuevos picos o de aumento de los ya
existentes en los cromatogramas de las muestras. Tampoco se observó la aparición de
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ningún precipitado que pudiera inducir a la adsorción de los analitos. Las posibles pérdidas
por volatilización deberían ser mínimas debido a las temperaturas de almacenamiento
empleadas. La causa más probable podría atribuirse a pérdidas por adsorción de las
especies sobre la superficie de los materiales empleados para el almacenamiento.
En conclusión, a través de la utilización del tratamiento de muestra descrito
anteriormente, es posible mantener las especies de selenio estables durante al menos una
semana si éstas son almacenadas en polietileno a 4 0C, evitando así el análisis inmediato.
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3. DETERMINACIóN DE ESPECIES DE SELENIO EN MUESTRAS DE
PESCADOS Y MOLUSCOS
3.1. INTRODUCCIÓN
La principal frente de selenio para el hombre se produce a través de la dieta
ingerida. Los mayores aportes de este elemento proceden del consumo de vegetales,
pescados y mariscos [Fishbein, 1991]. En un principio, debido al carácter tóxico del
selenio, el control del nivel de concentración total presente en los alimentos fue
considerado de gran interés. Sin embargo, tanto sus propiedades tóxicas como
esenciales obligan al conocimiento de la forma química que presenta el selenio en estas
muestras.
El análisis de especies de selenio en alimentos requiere de procesos de
tratamiento de muestra que aseguren la conservación de la forma química original. En
los últimos años, se ha producido un aumento en el número de trabajos publicados sobre
la determinación de especies de selenio en muestras de levadura enriquecida, sin
embargo, el análisis de selenio en pescados tan sólo ha sido enfocado a la determinación
del contenido total (ver Revisión bibliográfica en el Capítulo II).
La mayor parte del selenio presente en las muestras de atún y de mejillón, se
encuentra formando parte de las proteínas. La liberación de los aminoácidos, se realiza
generalmente a través de procesos de hidrólisis ácida o enzimática [Belitz y col., 1997].
A continuación se exponen los estudios realizados cuyo objetivo es la
identificación y cuantificación de las especies de selenio presentes en muestras de atún
y mejillón.
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3.2. DETERMINACIÓN DEL SELENIO TOTAL EN MUESTRAS DE ATÚN Y
MEJILLÓN
Para la posterior evaluación de la eficiencia de los procesos de extracción de
especies de selenio, se procedió en primer lugar a la determinación del contenido de
selenio total presente en las muestras.
El procedimiento de digestión de las muestra se ha descrito en el Capítulo III
(sección 3.3.1 .2.a). El análisis de selenio se realizó en ICP-MS a las relaciones m/z 78 y
82, empleando 20 ¡xg/L de indio como patrón interno, el resto de condiciones de
operación se han reflejado en la Tabla 11.
Tabla 38. Concentración de selenio total encontrada en muestras de atún y mejillón
liofilizadas, en el análisis por ICP-MS.
Los resultados obtenidos se han reflejado en la Tabla 38. La exactitud de los
mismos fue evaluada a través del análisis de un material de referencia (mejillón CRM
278) certificado en selenio total. Sobre los resultados se observa que no existen
diferencias significativas, para un nivel de confianza del 95%, entre el valor obtenido y el
certificado. La determinación está libre de interferencias de matriz, por lo que se puede
emplear la calibración convencional.
Muestra Concentración de Se-r~.I (pg/g)
T22 Tuna (7) 4.57±0.07
T22 Tuna (10) 4.3±0.2
T30 Tuna 1.26+0.05
No 0426 Tuna 1.71 + 0.04
No 0724 Tuna 1.28±0.03
TiS Mussel 1.55 + 0.04
No 919 Mussel Tissue 1.80±0.05
Mejillón (CRM 278) 1.70 + 0.06
(1.66±0.04~gg de Se)
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Los resultados muestran un bajo nivel de concentración en selenio en este tipo de
muestras. Las muestras de atún T22 (7) y (10) presentan los contenidos más elevados, por
lo que los estudios de especiación se realizaron principalmente sobreestas muestras.
3.3. DETERMINACIÓN DE ESPECIES DE SELENIO EN MUESTRAS DE ATÚN
Y MEJILLÓN
La determinación de especies de selenio en tejidos biológicos por HPLC-ICP-
MS, implica la obtención de un extracto líquido a partir de la muestra sólida. La
disolución obtenida debe contener las especies en su forma original, por lo que se ha de
evaluar la estabilidad de las especies durante los procesos de hidrólisis. Por otro lado, se
requiere la obtención de un extracto limpio previo a su inyección sobre la columna
analítica, con el fin mantener las prestaciones y la estabilidad del método analítico.
La Tabla 39 refleja la composición general encontrada en la fracción comestible
del mejillón y del atún [Belitz y col., 1997], junto con los resultados obtenidos por
cálculo matemático para muestras liofilizadas. Como puede observarse, las muestras
liofilizadas poseen un elevado contenido lipídico, el cual es considerablemente superior
en el atún. Para evitar la interferencia que pudiera ofrecer la presencia de grasas, tanto
en el proceso de hidrólisis como durante la filtración del extracto, se procedió a la
extracción de las mismas en las muestras, de forma previa a la hidrólisis.
Tabla 39. Composición general para la fracción comestible en mejillón y atún frescos
[Belitz y col., 1997] y liofilizados.
Agua Proteínas Grasas Sales Minerales
Mejillón fresco 83% 10% 1.3% 1.7% ¡
Atún fresco 62% 22% 16% 1.1%
Mejillón liofilizado 59% 8% 10%
Atún liofilizado 58% 42% 3%
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3.3.1. Extracción de grasas
La separación de la fracción lipídica puede realizarse por extracción con
disolventes orgánicos como éter de petróleo, cloroformo, benceno y sulfuro de carbono
entre otros [White y col., 1970]. Las grasas presentes en pescados y moluscos
pertenecen al grupo de los fosfolípidos, de carácter polar, junto a triglicéridos con un
elevado contenido en ácidos grasos insaturados (ácidos poliénicos w-3 con 5 y 6 dobles
enlaces) [Belitz y col., 1997], por lo que su extracción requiere del empleo de mezclas
de disolventes con el fm de extraer las grasas más polares. La eliminación de las grasas,
se llevó a cabo por extracción con la mezcla de disolventes cloroformo y metanol sobre
la muestra sólida. El proceso se realizó como se indica en la sección de procedimientos
del Capítulo III (3.3.1.2.b).
Con el fm de comprobar la ausencia de pérdidas de selenio durante el proceso de
extracción de grasas, se llevó a cabo la mineralización del sólido resultante una vez
eliminada la grasa, y se determinó su contenido en selenio total bajo las mismas
condiciones que en el apartado anterior. La Tabla 40 muestra los resultados obtenidos.
Tabla 40. Comparación entre los resultados obtenidos en la determinación de selenio
total en muestras de atún y mejillón liofilizadas, antes y después del proceso de
extracción de grasas.
No 919 Mussel Tissue 1.80±0.05 1.76 + 0.08
Mejillón (CRM 278) 1.70 + 0.06 1.68 + 0.07
(1.66±0.04pg/g de Se)
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Los resultados muestran la ausencia de diferencias significativas, para un nivel
de confianza del 95%, entre las concentraciones de selenio encontradas en las muestras
antes y después del proceso de extracción de grasas, comprobándose que no se producen
pérdidas de selenio en esta etapa del tratamiento de muestra.
3.3.2. Hidrólisis ácida
La hidrólisis ácida de proteínas se realiza por calentamiento de la muestra,
generalmente en medio UCI 6M a temperaturas en tomo a los 100 0C. El método en si
mismo conlíeva ciertas desventajas. Por un lado, la elevada acidez del extracto obtenido
obliga a su neutralización como paso previo al análisis cromatográfico, produciéndose
un aumento en la fuerza iónica de la disolución a analizar. Además, las condiciones del
proceso coinciden con las necesarias para la reducción de la especie Se”~ a SeIV, por lo
que su presencia no podrá ser detectada en muestras sometidas a este tipo de hidrólisis.
En primer lugar, se procedió a evaluar la estabilidad de las especies SeCys
2,
SeMet, Se”’ y Se” en función de la temperatura de calentamiento y de la concentración
clorhídrica del medio. Para ello se prepararon disoluciones de 10 mL conteniendo
50 ixg!L de Se de cada una de las especies, en diferentes medios: agua Milli-Q, HCI 3,4
y 6N. Este primer estudio se realizó para cada una de las especies de forma separada. La
mitad de estas disoluciones fue sometida a calentamiento a diferentes temperaturas (50,
70 y 100
0C) durante una hora y la otra mitad fue guardada para la obtención de la
correspondiente señal de referencia (SRef). Tras el proceso, ambas fracciones fueron
neutralizadas con NR
3 y enrasadas a 10 mL con agua Milli-Q. Las muestras fueron
analizadas a través del acoplamiento HPLC-ICP-MS, empleando el método
cromatogrcijico a pH=6? O, bajo las condiciones de operación indicadas en la Tabla 11.
Este modo de análisis permite no sólo evaluar el grado de estabilidad de estas especies a
través de los procesos de hidrólisis ácida, sino también comprobar la posible
transformación a otras especies de selenio.
La estabilidad se evaluó a través de la relación entre la señal obtenida para cada
una de las condiciones de hidrólisis (S~) y la señal de referencia correspondiente (Sp2j},
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expresada en porcentaje. Los resultados se muestran en la Tabla 41. El análisis de las
correspondientes disoluciones blanco mostró ausencia de señal de selenio, permitiendo
confirmar que el análisis se encontraba exento de problemas de contaminación.
Tabla 41. Estabilidad de las especies SeCys2, SeMet, Seiv y Se” (25 j.¿g/L de Se por
especie) en función de la temperatura y de la concentración de ácido, para un tiempo de
calentamiento de una hora (los resultados son la media de 3 ensayos).
Temperatura
Especie Medio 50
0C 70 0C 100 0C
H
20 103+4 82±4 0
SeCys2 HCI3N 102+3 98±3 5±3
HCI4N 91±4 100+2 10±3
HCI6N 94+4 94±4 22±4
1~I2O 67+3 65+4 10±4
SeMet HCI3N 96±3 101±2 23±4
HCI4N 89±5 98±3 41±4
HCl6N 93±2 96±4 60±5
H20 94±3 96±3 98±3
Se”’ HCI3N 96±4 99+2 97±4
HCI4N 96+5 101+2 98+2
HCI6N 98±4 95±3 102+3
1120 100±3 99±2 90±4
Se”’ HCI3N 95±2 77±5 47±4
HCI4N 73±4 58±4 3±2
HCI6N 45±4 32+3 0
Los resultados muestran un comportamiento similar para las especies SeCys2 y
SeMet, las cuales se mantienen estables a 50 y 70
0C, salvo en el caso en que el medio
empleado sea agua. Las pérdidas de seleno-aniinoácidos producidas cuando el
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simulados de hidrólisis ácida, en el intervalo de temperaturas estudiado, fue la especie
SeN.
El primer estudio de estabilidad había sido realizado sobre disoluciones patrón que
contenían las especies de selenio de forma separada. En un segundo experimento, se
evaluó la estabilidad de las especies cuando se presentaban de forma conjunta en la misma
disolución. Para ello se prepararon disoluciones conteniendo 50 ig/L de dos o más
especies de selenio. La temperatura de calentamiento elegida para este estudio fue de
70 0C, ya que corresponde a la máxima temperatura a la cual los seleno-aminoácidos se
habían mostrado estables en el estudio anterior. El proceso se realizó en medio HCI 3 y
6N. Los resultados obtenidos se muestran en laTabla 42.
Tabla 42. Estabilidad de las especies de Se (25 jig/L de Se por especie) cuando están
presentes de forma conjunta en la disolución, calentadas a 70 0C durante una hora, en
función de la concentración clorhídrica del medio. Los resultados se expresan como
porcentajes de recuperación (media + s, para tres ensayos).
Especies en Especie Medio
disolución analizada MCI 3N HCI 6N
SeCys2 SeCys2 98+4 97±4
ySeMet SeMet 101±3 92±4
Se”’ SeN (15±1)xlOl (17 + 1)xlO’
ySe~ Se”’ 66±8 23±4
SeCys
2 SeCys2 O O
SeMet SeMet O O
Se”’ SeN (30±2)x10
1 (35±2)x101
ySeW Se” 62±7 28±5
Los resultados obtenidos sobre disoluciones que contenían SeCys
2 y SeMet,
mostraron una buena estabilidad para ambos seleno aminoácidos tras el proceso de
hidrólisis, sin distinción de la concentración clorhídrica del medio. Tampoco se
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encontraron diferencias significativas en la estabilidad de las especies Se¡V y Se”’
cuando se encuentran juntas en la misma disolución o de forma individual,
produciéndose la parcial reducción de la especie seleniato a selenito, en función de la
concentración clorhídrica del medio.
Por otro lado, los resultados mostraron un comportamiento muy diferente en
cuanto a la estabilidad de los seleno-aminoácidos cuando se encuentran en presencia de
especies inorgánicas de Se en la disolución. La ausencia de señal para las especies
SeCys2 y SeMet, junto con el aumento producido en la señal correspondiente a la
especie Se¡V, indica la oxidación de los seleno-ammoácidos en estas condiciones. De los
resultados obtenidos podemos concluir que la presencia de las especies inorgánicas de
selenio interfiere en la estabilidad de los seleno-aminoácidos.
Finalmente, el procedimiento de hidrólisis ácida se aplicó a las muestras de atún
T22 (7) y (10), seleccionadas por su mayor contenido en selenio (4.6 y 4.3 ~g/g
respectivamente). Las condiciones de la hidrólisis fueron: temperatura de calentamiento
de 70
0C y concentración de HCI 3K Estas condiciones se eligieron debido a la mayor
estabilidad que presentaban las especies, así como la menor fuerza iónica de la
disolución resultante y con el fin de evitar la total reducción de la especie SeVl, que se
produciría si el calentamiento se realizara a 100 0C en HCI 6N. Puesto que la presencia
de selenio inorgánico en la disolución afecta a la estabilidad de las especies SeCys2 y
SeMet, es necesario conocer el efecto que pueden ejercer los componentes de la matriz
presentes en las muestras de pescado. Por este motivo, el procedimiento de hidrólisis
descrito en el Capítulo III (sección 3.3.1 .2.b), se llevó a cabo sobre las muestras de atún,
con y sin la previa adición de 25 pg/L de Se de cada una de las especies. La Tabla 43
muestra los resultados obtenidos en la cuantificación de las especies por HPLC-ICP-MS
empleando el método cromatográfico a pH=6. El resto de condiciones de operación
están indicadas en la Tabla 11. El método de adiciones estándar fue empleado para
evitar errores de cuantificación debido a la presencia de la matriz.
El análisis de los extractos obtenidos para las muestras de atún sometidas a
hidrólisis ácida mostró la ausencia de especies de selenio. Probablemente el tiempo de
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calentamiento empleado (una hora), no Ibera suficiente para producir la hidrólisis de las
muestras, sin embargo, la baja estabilidad de las especies durante el proceso no aconsejaba
el aumento en la duración del mismo.
Los porcentajes de recuperación obtenidos en las muestras adicionadas muestran
resultados muy diferentes a los obtenidos en los estudios anteriores, realizados con
disoluciones patrón de las especies, con la excepción de la especie Se”’. La presencia de la
matriz del pescado induce a pérdidas de los seleno-aminoácidos y en mayor grado de la
especie Se”’, la cual había permanecido estable bajo todas las condiciones de hidrólisis
ensayadas sobre disoluciones patrón. Los resultados no mostraron evidencias de procesos
de transformación entre las especies. Es posible, que la pérdida de las especies adicionadas
se produzca debido a un proceso de adsorción sobre el residuo sólido de la muestra, el cual
permanece tras la etapa de hidrólisis ácida.
Tabla 43. Resultados obtenidos en lahidrólisis ácida (70 0C, 1 hora, medio HCI 3N) de las
muestras de atún T22 (7)y (10) y porcentaje de recuperación tras la adición de 25 ~ig/Lde
Se por especie, de forma previa al proceso de hidrólisis.
De forma simultánea a nuestros estudios, (ilIon y colaboradores en 1995
publicaron los resultados obtenidos en la hidrólisis ácida de una muestra de levadura,
empleando HCI 6N y calentamiento en baño de agua durante 5 horas, obteniendo una
eficiencia en la extracción de tan sólo el 8% del selenio total. Este hecho junto con la
baja estabilidad y nula eficiencia de extracción encontrada en nuestros experimentos,
% Recuperación
Muestra SeCys
2 SeMet Se”’ Se~
T22 Tuna (7) - - - -
T22Tuna(7)+ 37+5 76+4 10+4 57+6
25 ~g/Lpor especie
122 Tuna(10) - - - -
T22Tuna(10)+ 42±6 68±5 15±3 50±5
25 pg/L por especie
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nos condujo a desechar la hidrólisis ácida como medio de extracción de especies de
selenio en pescados.
3.3.3. Hidrólisis enzimática
La hidrólisis enzimática se ha mostrado más eficaz que la hidrólisis ácida, en los
procesos de extracción de seleno-aminoácidos realizados sobre muestras de levadura
(ver revisión bibliográfica del Capítulo II). El proceso se realiza generalmente por
adición de enzimas y calentamiento a 37 0C durante 24 horas, en medio tamnponado. En
nuestro caso se eligió el empleo de la enzima “subtilisina” &roteasa no específica), en
cuyas indicaciones comerciales se mostraba la máxima actividad a 37 0C y pH7.5. En
la elección del medio regulador del PH (7.5), se eligió el par ácido/base
NaH
2PO,JNa2HPO4 (la misma sal empleada como fase móvil) en concentración 0.1 M.
3.3.3.1. Aplicación delproceso de hidrólisis enzimótica a muestras de aún y mejillón
Las muestras de atún y mejillón fueron sometidas al proceso de hidrólisis
enzimática tras la extracción de las grasas. En un estudio previo, se había comprobado
la estabilidad de disoluciones patrón de las especies SeCys2, SeMet, Se~ y Se”
1
(25 pg¡L de Se por especie) en medio fosfato 0.JM a pH7.5, después del
calentamiento a 37 0C durante 24 horas. Por lo tanto, el procedimiento se aplicó a 250
mg de muestra liofilizada, con la adición de 25 mg de subtilisina y de 5 mL de la
disolución reguladora de fosfato. Tras el proceso se obtuvo un extracto líquido, junto
con una fase sólida aunque en cantidad apreciablemente menor que la muestra original.
Ambas fracciones se sometieron a mineralización siguiendo el procedimiento descrito
en el Capítulo III (3.3.1.2.a), determinándose el contenido en selenio total.
La Tabla 44 muestra los resultados obtenidos, expresados en términos de
porcentaje de recuperación (%R), calculado a partir de la relación entre la concentración
de selenio total encontrada en cada una de las fases, liquida y sólida, y la concentración
de selenio total correspondiente a cadauna de las muestras.
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El porcentaje de recuperación encontrado en la fase líquida corresponde a la
eficiencia del proceso de hidrólisis, resultando ser del 45 al 67%. La suma de las
recuperaciones obtenidas en ambas fases, %R (f.l. + f.s.), se calculó para evaluar las
posibles pérdidas de selenio durante el proceso, los resultados muestran la ausencia de
pérdidas significativas, para un nivel de confianza del 95%.
Tabla 44. Porcentajes de recuperación de selenio total obtenidos por mineralización del
el extracto líquido y de la fase sólida resultantes de la hidrólisis enzimática de muestras
de atún y mejillón (250 mg), con subtilisina (25 mg) y medio fosfato 0.1 Ma pH7.5.
El primer paso a considerar, tras los resultados obtenidos, era la optimización del
proceso de hidrólisis enziinática, con el objeto de extraer todo el selenio contenido en
las muestras.
3.3.3.2. Optimización delproceso de hidrólisis enzimútica
Con el fm de mejorar la eficiencia de la extracción del selenio durante la etapa
de hidrólisis enzimática, en primer lugar se procedió a variar la cantidad de enzima
empleada en el proceso, manteniendo constantes el resto de condiciones empleadas en
la hidrólisis: temperatura de 37 0C, tiempo de calentamiento de 24 h, asi como la
concentración (0.1 M) y pH (7.5) del medio fosfato.
La cantidad de enzima se ha expresado como porcentaje en peso respecto a la
cantidad de muestra sometida al proceso de hidrólisis, variando este parámetro entre el O
y el 60%. La Tabla 45 muestra los resultados obtenidos en los ensayos realizados sobre
Muestra %R (f. líquida) %R (f. sólida) %R (fi. + fa.)
T22Tuna(7) 63±3 31+1 94±4
T22Tuna(10) 56±2 46±2 102±4
No 919 Mussel Tissue 45±1 47±2 92±3
Mejillón (CRM 278) 67±2 34 + 1 101 ±3
(1.66±0.04~.tggde Se)
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el material certificado de mejillón (CRM 278) y la muestra de atún T22 (7). Los datos
corresponden a los porcentajes de recuperación de selenio total, en la mineralización de
las fracciones líquida y sólida procedentes de la hidrólisis enzimática, en función de la
cantidad de enzima empleada en el proceso.
Tabla 45. Porcentajes de recuperación de selenio total, contenido en las fases sólida
(f.s.) y líquida (El.) resultantes del proceso de hidrólisis enzimática, en función de la
cantidad de enzima empleada.
La ausencia de señal de selenio en la fracción líquida resultante de la realización
del proceso sin enzima, indica que ésta es la responsable de la extracción del mismo. El
análisis de un blanco realizado en las mismas condiciones en que se lleva a cabo la
hidrólisis y en presencia de subtilisina, no dio lugar a señal de Se, lo que implica
ausencia de contaminación por este elemento en los reactivos.
En lo que respecta a la cantidad de enzima empleada durante el proceso de
hidrólisis enzimática, los resultados muestran una menor eficiencia en la extracción de
selenio con la menor cantidad de enzima ensayada (5% nilm), produciéndose una
mejora a partir del empleo de un 10% (m/m) de subtilisina. Sin embargo, no se observó
ningún efecto por empleo de cantidades de enzima superiores a este valor. Este hecho
está de acuerdo con los estudios realizados por Abou-Shakra y colaboradores, en 1997,
los cuales encontraron una eficiencia en la mptura de enlaces peptidicos del 40% en
% subtilisina mejillón CI4M 278 T22 Tun, <7)
O - 101±2 - 99±2
5 33+1 70±2 40+1 56+2
10 63+2 35±1 56+2 36±2
20 61+3 41±2 59+3 42±2
40 55+2 44±2 57+2 40+2
60 57+3 39+2 60+3 36±1
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muestras de suero sanguíneo, hidrolizadas con otra enzima no específica (pronasa), sin
mejora por aumento en la cantidad de ésta.
Las muestras sometidas al proceso de hidrólisis enzimática con cantidades de
subtilisina entre el 40 y el 60%, mostraban la aparición de unas paniculas sólidas de
color blanco y aspecto cristalino sobre la fracción sólida remanente de la muestra, lo
que parecía indicar, que el exceso de enzima adicionado permanecía sin reaccionar. A
partir de estos resultados, se consideró la necesidad de aumentar el tiempo de duración
del proceso, y se optó por realizar la hidrólisis enzimática de la muestra en dos etapas.
Las condiciones para ambas etapas fueron las mismas: 10% de subtilisina (respecto a la
cantidad de muestra inicial), calentamiento a 37 0C durante 24 horas y adición de 5 mL
de disolución fosfato 0.1 M a pH7.5. La segunda etapa de la hidrólisis se llevó a cabo
retirando la fracción líquida resultante de la primera etapa y añadiendo sobre la fase
sólida nuevamente, un 10% de subtilisina y 5 mL de disolución de fosfato 0.1M a
pH=7.5. Con la realización de la segunda etapa de la hidrólisis, no se observó de fonna
apreciable la presencia de fase sólida, pasando toda la muestra a la disolución. Las dos
fracciones líquidas procedentes de ambas hidrólisis se mezclaron y se sometieron a
mineralización según el procedimiento indicado en el Capítulo III (sección 3.3.1 .2.a),
determinándose el selenio total a través de calibración convencional en ICP-MS. Los
resultados procedentes de la realización de dos hidrólisis enzimáticas consecutivas sobre
las muestras se muestran en la Tabla 46, y se han representado como el porcentaje de
recuperación [%R (E 1.1 + f.l.
2)], donde el término entre paréntesis indica la suma de las
fases líquidas resultantes de ambos procesos.
Con el fm de reducir tanto la manipulación de la muestra como la adición de
sales, se procedió también a realizar la segunda etapa de la hidrólisis enzimática sin
retirar la fracción líquida resultante del primer proceso. De este modo sólo fue necesaria
la adición de una nueva cantidad de enzima y no de un nuevo volumen de disolución de
fosfato. En estas condiciones también se observó la ausencia de fase sólida y se
procedió a la determinación del selenio total, por mineralización del extracto líquido,
como en el caso anterior. La Tabla 46 incluye estos resultados, los cuales se han
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representado por el porcentaje de recuperación [%R (fI. ¡+2)], donde el término entre
paréntesis muestra una única fase líquida procedente de las dos hidrólisis consecutivas.
Tabla 46. Porcentajes de recuperación de selenio total, obtenidos por mineralización del
extracto líquido resultante tras la hidrólisis enzimática de muestras de atún y mejillón en
dos etapas consecutivas.
* La 2~ hidrólisis se lleva a cabo separando la fase líquida.
** Sin separación de la fase líquida.
Los resultados obtenidos muestran una notable mejora en la eficiencia del
proceso de hidrólisis enzimática cuando esta se realiza en dos etapas. Las
recuperaciones obtenidas, próximas al 100%, fueron independientes de realizar la
segunda etapa retirando o no la fracción líquida resultante del primer proceso. El hecho
de no retirar la fase líquida procedente de la primera hidrólisis reduce el grado de
manipulación de la muestra y además evita la adición de iones fosfato en la segunda
etapa, por lo que se eligió este modo de operación para posteriores experimentos.
Con el método propuesto se consigue extraer todo el selenio presente en la
muestra sólida de atún o mejillón, por lo que el siguiente paso constituye la
identificación y cuantificación de especies de selenio, a través del acoplamiento HPLC-
ICP-MS.
Muestra %R «.l.~+ f.l.2)* 0/oR {f.I.1+2)**
T22Tuna(7) 95±4 96±4
T22Tuna(l0) 96±5 102±4
No9l9MusselTissue 92±4 93±3
Mejillón (CRM 278) 98 + 5 101 +4
(1.66±0.04¡g/g de Se)
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3.3.3.3. Identificación de especies de selenio en muestras de afány mejillón
El proceso de hidrólisis enzimática en muestras proporciona a éstas un elevado
contenido en materia orgánica, lo que implica la necesidad de realizar una etapa de
“clean up” o limpieza de forma previa a su análisis por HiPLC. Basándonos en los
estudios de recuperación de las especies de selenio, durante el filtrado de muestras de
orina a través de cartuchos de C18, se eligió este tratamiento para eliminar parte de la
matriz en los extractos líquidos de las muestras de atún y mejillón. El procedimiento se
ha indicado en el Capítulo III (sección 3.3.l.2.b).
La separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna Spherisorb
ODS/NH2, empleando como fase móvil una disolución de fosfato 5 mmol/L a pH2.7
(método cromaborafico a pI]=2. 2). La detección por ICP-MS se realizó a las
relaciones m/z 78 y 82, bajo las condiciones de operación indicadas en la Tabla 11.
La Figura 43 muestra los cromatogramas obtenidos para las muestras de atún
T22 (7) y (10) y el material certificado de mejillón (CRM 278), empleando el método
cromatográfico a pH=2. 7. Se ha elegido el isótopo 825e debido a su mejor relación
señal/mido, aunque los resultados fueron comparables a ambas relaciones m/z. En las
muestras de atún se encontraron tres picos, con tiempos de retención de 165, 250 y 315
segundos, mientras que sólo se obtuvieron dos picos, con tiempos de retención de 170 y
255 segundos para el mejillón certificado.
La elevada fuerza iónica de la muestras induce al parcial solapamiento de las
especies, sobre todo en el caso de las muestras de atún, no permitiendo la diferenciación
en la adición de disoluciones patrón de las especies TMSe~ y SeCys
2, por lo que para su
identificación y posterior cuantificación es necesario proceder a la dilución de la
muestra.
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Figura 43. Cromatogramas obtenidos a través del método cromatográjico apH2. 7
para las muestra de atún T22 (7) y (10) y el material certificado de mejillón (CRM 278),
sometidas a hidrólisis enzimática.
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La Figura 44 muestra los cromatogramas obtenidos a partir de los extractos de
las muestras de atÉn T22 (7) y el mejillón certificado (CRM 278), a un nivel de dilución
1/4 y 1/2 respectivamente. Ambas figuras muestras también, para su comparación, los
cromatogramas procedentes a la adición de 2.5 pg/L de Se para cada una de las especies
orgánicas (TMSe~, SeCys2, SeMet y SeEt), sobre el correspondiente extracto de las
muestras de atÉn y mejillón.
El primero de los picos presentes en ambos tipos de muestra, con un tiempo de
retención de unos 165-170 segundos, podría ser identificado como la especie TMSe~,
debido al aumento en su área tras la adición de la correspondiente disolución patrón. Sin
embargo, ya que esta especie eluye en el volumen muerto y debido a las características
del método de separación empleado, no se descarta el hecho de que se trate de otras
especies catiónicas de selenio, como la selenoniocolina [(CH3)2Se~CH2CH2OH]y la
selenoniobetaina [(CH3)2Se~CH2COOH].La presencia de la especie SeCys2 no puede ser
descartada en el caso de las muestras de atÉn, debido la extensa cola observada en la
elución del primer pico cuando el extracto se analiza sin diluir (Figura 43). Al diluir la
muestra, esta cola desaparece, por lo que si se encuentra presente, lo hace en una
concentración inferior a la detectable con el método empleado.
El segundo pico, con un tiempo de retención alrededor de 250 segundos,
corresponde con la especie SeMet en ambos tipos de muestras, el cromatograma
presentado en la Figura 44 muestra claramente el aumento del área de este pico por
adición de este seleno-aminoácido.
El tercer pico presente en las muestra de atÉn, eluye entre los aminoácidos
SeMet y SeEt, con un tiempo de retención de 310 segundos. Por lo tanto, parece
corresponder a la especie “Desconocida1 (D1)” encontrada en las muestras de orina, y en
consecuencia se le ha designado el mismo nombre. Como dijimos entonces, su orden de
elución sugiere que se trate de otro seleno-aminoácido, probablemente una forma
metilada de la SeMet.
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de mejillón (T22 (7) y CRM 278 respectivamente), a un nivel de dilución del extracto
1/2. No se detectó la presencia de especies inorgánicas de selenio en ninguna de las
muestras analizadas, debido a la ausencia de picos al tiempo de retención de estas
especies, que fue comprobado a través de las adiciones correspondientes. El mismo
perfil cromatográfico fue observado para los extractos sin diluir y a un nivel de dilución
1/4, Los picos que aparecen en los cromatogramas coinciden con los obtenidos con el
método cromatográfico a pH2. 7.
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Figura 45. Cromatogramas obtenidas empleando el método cromatográfico apH==6,
para los extractos procedentes de la hidrólisis enzimítica de la muestra de atén T22 (7)
y el mejillón certificado (CRM 278), a un nivel de dilución del extracto 1/2.
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3.3.3.4. Cuantificación de las especies de selenio presentes en las muestras de afán y
mejillón
La cuantificación de las especies de selenio presentes en las muestras se llevó a
cabo, registrando la se5al del isótopo 82Se a través del acoplamiento HPLC-ICP-MS,
empleando el método cromatográfico a pH=2. 7 debido a la ausencia de especies
inorgánicas. El procedimiento de tratamiento de muestra, desde la hidrólisis enzimática
hasta el procesado a través de cartuchos de C
18 se ha indicado en el Capítulo III (sección
3.3.l.2.b).
Con el fm de estudiar el posible efecto matriz sobre la cuantificación de especies de
selenio en los extractos de las muestras de atén y de mejillón, se procedió a la comparación
estadística de las pendientes obtenidas con el método de calibración convencional y el
método de adiciones estándar, para las especies TMSe~, SeCys2, SeMet y SeEt, los
resultados se muestran en la Tabla 47. El procedimiento se llevó a cabo para un nivel de
dilución 1/4 y 1/2 para los extractos de las muestras de atén y mejillón respectivamente,
para evitar el solapamiento entre picos.
Tabla 47. Pendientes de calibración obtenidas en la determinación de especies de Se por
HPLC-ICP-MS (método cromatografico apH=2.7), a través de los métodos de calibración
convencional y de adiciones estándar a los extractos de atén y mejillón.
Especie Calibrado Convencional Adiciones Estándar Muestra (dilución)
b±tsh b±tsh
TMSe~ (654±9)xlO’ 0.9996 (64±1)x102 0.9992 Atén T22(7) (1/4)(64±1)x102 0.9989 Mejillón (1/2)
(CRM 278)
SeCys
2 (67 + l)x102 0.9990 (66±1)x102 0.9987 Atén T22(7) (1/4)
SeMet (667 + 7)xlO’ 0.9990 (65 ±1)x102 0.9988 Atén T22(7) (1/4)
(64±1)x102 0.9990 Mejillón (1/2)
(Cmvi 278)
SeEt (597±9)x101 0.9994 (61 1 1)x102 0.9990 Atén T22(7) (1/4)
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Los resultados indicados en la Tabla 47 muestran la ausencia de diferencias
significativas, para un nivel de confianza del 95%, entre ambos métodos de calibración,
permitiendo confirmar la ausencia de efecto matriz en la determinación de las especies de
selenio en este tipo de muestras, al nivel de dilución empleado.
La ausencia de efecto matriz observada durante el proceso de cuantificación,
permite la estimación de la concentración de selenio de la especie desconocida (Di)
presente en los extractos de atÉn, a través de la calibración convencional con otra especie
de selenio. Para ello se eligió la especie SeMet, debido a su proximidad en la elución y por
lo tanto posible semejanza en el mecanismo de retención.
La Tabla 48 muestra de forma comparativa las concentraciones de selenio
obtenidas para las distintas especies presentes en las muestras de atén T22 (7) y (10) y en
el mejillón certificado (CRM 278),junto con el contenido en selenio total. La tabla incluye
los porcentajes de recuperación (%R), calculados a través de la relación entre la suma de
las concentraciones de selenio de las especies y la concentración de selenio total presente
en las muestras.
Tabla 48. Concentración de Se total y de las especies encontradas en muestras de atén y
mejillón (~.tg/g). Porcentaje de recuperación (%R), calculado como la relación entre la
suma de las concentraciones de las especies y el total.
(*) Los resultados son la media±s, para tres extractos de la misma muestra.
Los resultados muestran bajos valores de recuperación (del 25 al 33%) en la
cuantificación de especies encontradas, sin embargo, los estudios anteriores habían
mostrado la completa extracción del selenio presente en las muestras. El análisis del
Muestra *TMSC+ *SeMet Se Total %R
T22 Tuna (7) 0.51 + 0.07 0.28 + 0.02 0.39 + 0.05 4.57±0.07 26 + 3
T22 Tuna (10) 0.5±0.1 0.15±0.03 0.44 ±0.06 4.3 + 0.2 25 + 4
Mejillón 0.47+0.04 0.07+0.01 - 1.66±0.04 33±3
(CRM 278)
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selenio total, previa mineralización de los extractos líquidos de las muestras, filtradas a
través de cartuchos de C18, demostró la ausencia de pérdidas durante el proceso. Los
bajos valores de recuperación encontrados pueden proceder de la etapa de hidrólisis
enzimática, ya que la acción de las enzimas proteolíticas sobre proteínas produce una
mezcla de aminoácidos libres junto con péptidos de tamafto variable [Belitz y col.,
1997]. Posiblemente, el selenio que permanece en forma de péptidos en los extractos de
las muestras, no pueda ser detectado con el método cromatográfico empleado.
Los estudios realizados, muestran un importante avance en lo referente a la
determinación de especies de selenio en muestras sólidas tan complejas como pescados
y moluscos, con la posible aplicación a todo tipo de tejidos biológicos. Sin embargo,
para la obtención de resultados totalmente cuantitativos, se requiere de posteriores
estudios que permitan recuperar el 100% del selenio presente en la muestra.
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CONCLUSIONES

Conclusiones
1. ESTUDIO DE INTERFERENCIAS NO ESPECTRALES SOBRE LA SEÑAL
DE SELENIO POR PRESENCIA DE Na, 14 Ca, Mg, Al, Cr y Ba EN LA
MATRIZ, EN CONTINUO Y POR INYECCIÓN EN FLUJO
A través del estudio de interferencias no espectrales sobre la señal de selenio por
ICP-MS se deducen los siguientes aspectos:
1.1. Todos los elementos estudiados producen un efecto depresor sobre la señal
de selenio a partir de una concentración del orden de 250 ~.±g/L,al introducir la muestra
por nebulización continua.
1.2. La extensión del efecto interferente depende de la cantidad absoluta de
elemento matriz presente en la muestra y no de la relación de concentraciones entre el
elemento matriz y el analito, ya que no se observaron diferencias significativas entre los
resultados obtenidos a las dos concentraciones de selenio evaluadas (50 y 100 [±g/L).
1.3. No se encontraron diferencias significativas en el efecto producido sobre los
tres isótopos de selenio evaluados (“Se, 78Se y 825e), lo que demuestra la ausencia de
interferencias espectrales.
1.4. La introducción de muestra a través de la inyección en flujo reduce
significativamente la interferencia de matriz originada por todos los elementos
estudiados.
1.5. La reducción del efecto interferente mediante la introducción de muestra por
inyección en flujo, está relacionada con la dispersión de la muestra en el sistema, debido
a que los resultados son similares a los obtenidos en el análisis en continuo de la
muestra convenientemente diluida.
1.6. La magnitud del efecto interferente se mostró dependiente de la masa del
elemento concomitante e independiente de su potencial de ionización y del contenido en
sólidos disueltos aportado por la matriz. El grado de la interferencia se ajustó al
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siguiente orden: Ba>Cr>Ca=KZ’.AI>Mg=Na.Este hecho está de acuerdo con la teoría
del efecto espacio-carga, también llamado efecto dependiente de la masa, que propone
la pérdida de iones en el haz iónico debido a repulsiones electrostáticas.
1.7. Los cambios en las condiciones experimentales, tales como caudal de gas de
nebulización y potencia de radiofrecuencia aplicada, influyen considerablemente sobre
el efecto y la magnitud de las interferencias de matriz. Sin embargo, no se encontraron
condiciones experimentales recomendables para evitar las interferencias no espectrales,
debido a que se observaron diferencias en función del elemento concomitante estudiado.
En conclusión, se recomienda realizar la determinación de selenio por ICP-MS
bajo las condiciones óptimas de operación del elemento en ausencia de matriz, y el
empleo de la inyección en flujo, como sistema de introducción de muestras, para reducir
las interferencias no espectrales.
2. DETERMINACIÓN DE SELENIO MEDIANTE EL ACOPLAMIENTO DE LA
GENERACIÓN DE HIDRUROS POR INYECCIÓN EN FLUJO AL ICP-MS
De los estudios realizados en la determinación de selenio a través del
acoplamiento HG-FI-JCP-MS se puede concluir que:
2.1. La determinación de selenio por ICP-MS con introducción de la muestra por
generación de hidruros mejora considerablemente las características analíticas del método,
aumentando la sensibilidad de la determinación cerca de dos órdenes de magnitud con
respecto a la obtenida al introducir la muestra como aerosol líquido.
2.2. Los límites de detección a través de la generación de hidruros fueron de
0.04 ¡xg/L para el isótopo 785e (frente a 1.5 jg/L para la muestra nebulizada, con el modelo
de ICP-MS Eclipse) y de 0.07 ~ig/Lpara los isótopos “Se y 825e (frente a 2.2 y 2.0 j.±g/L
respectivamente).
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2.3. La selectividad del método fue demostrada a través del estudio de
mterferencias procedentes de 31 elementos. La presencia de los aniones N03, pot, C1 y
So42~ así como de los cationes Na~, It Ca
2~ y Mg2~ no da lugar a interferencias para una
concentración 10000 veces mayor que la concentración de selenio (5.0 jxg/L). La presencia
de algunos elementos de transición produce serias interferencias negativas, que
generalmente pueden ser eliminadas por aumento en la concentración clorhídrica. Sólo se
observó interferencia positiva por presencia de teluro (+20% para una relación
Te:Se’4000).
2.4. La exactitud del método se comprobó a través del análisis de selenio en una
muestra de agua certificada en selenio total (35.499 ±5.134 ¡ig/L) y en una muestra de
agua con valores de concentración recomendados de SeN (5.8 ±0.4 ~¡g/L)y de Se”’ (7.7 ±
0.7 jxg/L), no encontrándose diferencias significativas, para un nivel de confianza del
95%, entre los resultados obtenidos y los valores certificados.
2.5. La aplicación del método desarrollado a una muestra de agua de grifo mostró
ausencia de selenio inorgánico. En el estudio de recuperación se observó la presencia de
interferencias de la matriz, que fueron solventadas a través de la calibración por adiciones
estándar o aumentando la concentración de ácido clorhídrico a 2.0 mol/L. Estas
interferencias de matriz se atribuyeron a la presencia de metales de transición en el agua.
2.6. El análisis de selenio inorgánico en la muestra de suero sanguíneo liofilizado
(reconstituido con 5 mL de agua Milli-Q) mostró la presencia de interferencias de matriz.
Estas interferencias no pudieron elñninarse por aumento de la concentración clorhídrica
del medio, haciendo necesaria la calibración a través del método de adiciones estándar. La
ausencia de diferencias significativas entre las concentraciones de selenio inorgánico total
y de SeN, permitió concluir que la especie Se”’ no estápresente en la muestra de suero.
2.7. La determinación de selenio total en la muestra de suero, mediante
mineralización y posterior reducción a SeN, permitió confirmar la presencia de otras
especies orgánicas de selenio en la muestra.
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2.8. Los estudios de recuperación sobre la muestra enriquecida con Seí~ mostraron
un valor medio de 100 ±4%, lo que confirma la validez del método propuesto.
3. DETERMINACIÓN DE ESPECIES ORGÁNICAS E INORGÁNICAS DE
SELENIO POR HPLC-ICP-MS
3.1. La separación de especies orgánicas (SeCys2 y SeMet) puede realizarse por
cromatografia de fase inversa con formación de pares iónicos, empleando una columna
polimérica (Hamilton PRP- 1) y pentanosulfonato sódico, como agente formador de
pares iónicos, en concentración 1.0 mmol/L a pH~4.0 y con un 1% de acetonitrilo. El
método no pennite diferenciar entre las especies inorgánicas.
3.2. La separación de especies inorgánicas puede realizarse por cromatografia de
cambio aniónico fuerte, con una columna Spherisorb SAX (ODS-NR4~) y empleando
como fase móvil una disolución reguladora de fosfato 10 mmolIL a pH 6.8. El método
no permite la diferenciación entre las especies orgánicas SeCys2 y SeMet.
3.3. La separación simultánea de especies orgánicas e inorgánicas se consigue
con una columna de cambio aniónico débil (Spherisorb ODS-N119, empleando un
gradiente de concentración de tampón fosfato desde 3.5 a 7.0 mmol¡L a pH6.0. A
través de este método se separan las siguientes especies: TMSe~, SeCys2, SeMet, SeEt,
SeN y 5eV!, no siendo posible una separación a línea base entre las especies TMSe~ y
SeCys2.
3.4. La separación de las especies TMSe~, SeCys2, SeMet y SeEt, se lleva a cabo
sobre la columna anterior con una disolución fosfato 5 mniol/L a pH=2.7 como fase
móvil, no eluyendo las especies inorgánicas en estas condiciones.
3.5. El aumento de la fuerza iónica de la muestra provoca un retraso en la elución
de las especies inorgánicas y de la especie TMSe~, lo que produce un mayor grado de
solapamiento entre esta última especie y el aminoácido SeCys2, para cualquier valor de
pH de la fase móvil.
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3.6. El aumento de la fuerza jónica del medio modifica únicamente la señal
analítica de la especie SeVI, que experimenta una reducción importante a partir de una
fuerza iónica de 27 mmol/L.
3.7. El método de separación propuesto, en su acoplamiento al ICP-MS,
proporciona para el isótopo 82 límites de detección entre 0.09 y 0.13 ~.ig/Len función
de la especie considerada. La precisión fue mejor del 4% en todos los casos.
3.8. La exactitud del método se comprobó a través del análisis de dos muestras de
agua, con valores recomendados para la concentración de selenito y seleniato (BCR CRM
602 y 603), no encontrándose diferencias significativas entre los valores encontrados y
los recomendados a un nivel de probabilidad del 95%.
3.9. El estudio de recuperación de las especies orgánicas se llevó a cabo sobre
las muestras CRM 602 y 603 previamente enriquecidas. Los resultados mostraron una
recuperación para las diferentes especies entre el 96 y el 104%.
En conclusión, el método de separación propuesto empleando como detector ICP-
MS, permite la separación de las especies TMSe~, SeCys2, SeMet, SeEt, SeW y SJ con
una fase móvil de fosfato a pH=6. Las muestras que contengan simultáneamente TMSe~ y
SeCys2 requieren el empleo de disoluciones de fosfato a pH=2.7 como fase móvil, para
conseguir la separación de dichas especies.
4. DETERMINACIÓN DE ESPECIES DE SELENIO EN MUESTRAS DE ORINA
HUMANA
De los estudios de especiación de selenio en muestras de aúna humana se deducen
los siguientes aspectos:
4.1. Todas las muestras analizadas mostraron el mismo perfil cromatográfico
debido a la presencia de tres especies de selenio. La adición de disoluciones patrón de las
especies conocidas, permitió identificar la presencia de la especie TMSe~, y la ausencia de
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SeCys2, SeMet, SeEt, Se”’ y Se”’. No fue posible la identificación de las otras dos especies
de selenio presentes en las muestras de orina, a las cuales nos hemos referido como
‘Desconocida1” (D,) y “Desconocida21’ (D2), en función de su orden de elución.
4.2. Basándonos en el tiempo de retención al que eluye la especie desconocida
“D1”, entre las especies SeMet y SeEt, se ha pensado que puede tratarse de otro seleno-
aminoácido, posiblemente una forma metilada de la especie SeMet. La especie
desconocida “D=,sufre una fUerte retención a pHs de fase móvil muy ácidos (al igual que
ocurre con las especies inorgánicas) y no experimenta ninguna modificación al aumentar la
concentración de fosfato de la fase móvil (a diferencia de las especies de selenio
inorgánicas). Todo ello sugiere un mecanismo de retención-elución mixto entre fase
mversa e intercambio iónico, lo que hace suponer que se trata de una moléculaorgánica de
fuerte carácter aniónico.
4.3. El procesado de las muestras de orina a través de cartuchos de C18 proporciona
un método sencillo y eficaz para separar las especies de selenio del resto de compuestos
orgánicos presentes en la matriz. El tratamiento propuesto proporciona una mayor
estabilidad a la muestra, evitando de este modo la necesidad de realizar el análisis dentro
de las primeras 8 horas después de su recoleccion.
4.4. La determinación del selenio total en las muestras de orina por FI-ICP-MS,
procesadas a través de los cartuchos de C18 (dilución fmal 1/10), está libre de interferencias
de matriz. Todas las muestras analizadas presentaron concentraciones de selenio entre 38 y
53 ~ig/L.
4.5. La cuantificación por HPLC-ICP-MS de las especies de selenio presentes en
las muestras de orina, dio lugar a un porcentaje de recuperación entre el 88 y el 96%
respecto al contenido en selenio total. La determinación está libre de interferencias de
matriz.
4.6. De los estudios de estabilidad realizados sobre las especies presentes en las
muestras de orina y procesadas a través de los cartuchos de C,8, se observaron los mejores
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resultados cuando las muestras eran almacenadas en viales de polietileno a 4 0C. En estas
condiciones, las especies Th4Se~ y D
2 permanecieron prácticamente estables, aunque la
especie D, presenta pérdidas graduales en el tiempo, a partir de la segunda semana de
almacenamiento, quizás debido a un proceso de adsorción sobre la superficie del material
empleado en el almacenamiento.
En conclusión, a través de la utilización del tratamiento de muestra descrito
anteriormente, es posible mantener las especies de selenio estables durante al menos una
semana, si éstas son almacenadas en polietileno a 4
0C, evitando así el análisis inmediato.
5. DETERMINACIÓN DE ESPECIES DE SELENIO EN MUESTRAS DE ATÉN Y
MEJILLÓN
De los estudios de especiación en muestras de atún y mejillón podemos concluir:
5.1. La extracción de la grasa sobre la muestra sólida, a través de mezclas de los
disolventes orgánicos: cloroformo y metanol, muestra la ausencia de pérdidas de selenio
durante el proceso. Este hecho fue comprobado mediante el análisis de un material de
referencia certificado en selenio total (mejillón CRM 278).
5.2. La aplicación de procesos de hidrólisis ácida, para la extracción de especies de
selenio en las muestras de atún y mejillón, resultó inadecuada debido a la inestabilidad de
las especies durante el proceso, además de su nula eficiencia en la extracción de selenio,
bajo las condiciones de operación seleccionadas.
5.3. El estudio de estabilidad de especies de selenio sometidas a las condiciones
de trabajo empleadas durante la hidrólisis enzimática, calentamiento a 37 0C durante 24
horas en un medio fosfato 0.1 Ma pH7.5, no mostró pérdidas o transformaciones entre
las especies.
5.4. La aplicación del procedimiento de hidrólisis enzimática a las muestras de
atún y mejillón en presencia de la proteasa subtilisina, proporcionó una eficiencia de
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extracción del selenio del 97±5%.El proceso de hidrólisis enzimática se realizó en dos
etapas consecutivas (la segunda por adición de nueva cantidad de enzima y
calentamiento a 37 0C durante otras 24 horas).
5.5. El procesado de los extractos obtenidos por hidrólisis enzimatica, a través de
los cartuchos de C,
8, indicó la ausencia de pérdidas significativas de las especies de
selenio estudiadas.
5.6. El análisis cromatográfico mostró la presencia de tres y dos especies de selenio
en las muestras de atún y mejillón respectivamente. En ambos tipos de muestra se encontró
TMSe~ y SeMet, no detectándose SeEt, Se”’ y Se”’. La especie SeCys2 no está presente en
las muestras de mejillón, sin embargo no es posible asegurar su ausencia en las muestras
de atún, debido a la ancha cola que presenta la elución de la especie TMSe~. Las muestras
de atún presentaban además la presencia de una especie desconocida, diferente a las
estudiadas. Esta especie posee las mismas características de elución que la especie ‘D1
1’
encontrada en las muestras de orina, y como hemos comentado anteriormente,
posiblemente se trate de una especie metilada de la SeMet.
5.7. La cuantificación de especies de selenio presentes en las muestras de atún y
mejillón no se vio afectadapor la matriz. Los resultados mostraron bajas recuperaciones si
se compara la suma de las concentraciones de las especies presentes y la concentración de
selenio total. Este hecho probablemente se deba a la hidrólisis incompleta de las proteínas.
En conclusión, se ha propuesto un método para la determinación de especies de
selenio en muestras de atún y mejillón, que puede ser aplicado a todo tipo de muestras
biológicas complejas.
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Artículo 1

Optimization of FIow Injection Hydride
Generation Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry for the
Determination of Selenium in Water and
Journal of
AoaIytica
Atom~c
Spectrometry
Serum Samples
Nt ANGELES QUIJANO. ANA MARIA GUTIÉRREZ, M. CONCEPCION PÉREZ CONDE AND CARMEN
CÁMARA
Departamenw de Qaim’ca Analítica, Facultad dc Qubnicns, Universidad Catnpl¡acnsc de Aladrid, 28040 Madri4 Spain
Flow injection hydride generation ¡nductively coapled plasma
mass spectrometry (FI-HG-ICP-MS) was ¡¡sed to determine
sefrnium iii ¡ratees ami serum samples. Flor injection
parameters snch as sample volume, purge gas flow rate,
forward power. aud acid ami reductant concentration and flow
rate ¡rere invest¡gated ami optindzed. The possib¡e interference
of 31 elements lo tite selenium determ¡nat¡on by th¡s technique
¡ras evaluated. Tite seleolues detection limdt using a yola tite
hydride (35 ng! ‘>is abont tiro ordees of magnitude loirer
than that obtained hy aquenus sample introduction using
pnenniatic nehulization (3 ¡tg 1-’). Tite calibration graph is
linear over 3 orders of magn¡tude asid relative standard
derjaticos are generauly better than 5%. The method ¡ras
successfully applied tu tite determisiation of selenium in
certifled ¡rater samples ami lo iracer and serum spiked samples
(1.0—5.0 ~ig1 ‘) ,vith a recoven lii the 92—104% range.
Kevwords: Inducrivelv coupled plasmo mass specrrometry; flow
injeerion; hydride generarion: seleniu>n: inrerferences: warer:
Serun!
rnost used isotope of m/z=82 (isotopic abundance9.19%L
These two characteristies resuir in relativeiy poor sensiUvitv
and detecrion limit br Se.
In contras to pneumatic nebulization, the hydride gener-
ation (HO) method enjoys higher sample transport efficiency
(near 1OO’/~) and better sensitivity.9 Additionally, the gaseous
hydride can be separated frorn the sample solution rnatríx to
eliminare nearly al? spectra? and/or chemical interferences ¡rs
the sample matrices.’0 Con¡inuous hydride generativa for
ICP-MS has already been described jo the Iiterature,5~”2 but
only Stroh and Vóllkopf5 luye used sample introduction by
fiow injection (FI) vapour generativo with a sample Ioop of
500 ¡U lot the determinarion of As, Sb and Hg ¡o water
reference materlais; they also report sorne precision and detec-
non limit data for Se, Te aod Bi.
1kw purpose of dic preseor work was to assess the perforni-
ance of FJ-HG-ICP-MS for the desenninasion of selenium in
waters nod biological fiuids.
EXPERIMENTAL
Selenium is an essential elemení in many species, including
humaos, acting as the active centre of glutathione peroxidase,
an enzyme that is principally involved lo the renioval of
peroxides fromn celis Lo preverst oxidarive damage.”2 Se!eniurn
deficiency resulis in a varietv of diseases, while an excess
produces chronic selenosis leading to severe noxic symptvms
aod death.
Electrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS)
provides very low detection limits for trace elemeots, but it
suffers from such problems as pre-atomization losses aod
spectral joterfereoces when Se is dererniloed lo biological
materjais.
Ioductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) is
a very powerful technique br detennining trace elements in
maoy types of saniplesÁ4 Predorninantly singly charged posi-
tive icas are generated in an argon plasma source and Ihen
transferred iota a mass analyser. lite degree of ionization of
mnost elemeots in an Ar plasma exceeds 90%. However, se!-
enium has a high ¡onization potential (9.752 ev) close to Use
Ar ¡onization potential (15.759 eV) and consequently, the
proportion of jons produced lo the plasma seurce drops to
about 30%A6 Furchermore, che peaks of niost selenium iso-
topes areoverlapped by ihose of pv)yasvmic ions derived from
argon. The severe interference suifered by Use nivst abundant
Se isotope with mlz=80 (isotvpic abuodance=49.82%) frooi
ihe dinier of ~~gQfl~$(80Ar
2~), snakes it necessary use a less
abundaot isotope of m/z=78 (isotopie abundance=23.52%)
for this determinativo. Ihis isotope is innerfered by another
dinier of argon (
40Ar3tAr) hut the isotopic abun ance of ‘tA
is abvut 0.06%, which gives risc to a slight increase in
background, but the signal-to-noise ratio is better than lot Use
Iiistrtjmentatioi>
Tite flow injection system is shown in Hg. 1. Ihe sasnple is
injected mio tite conrinuons flow of HO through a six-way
valve (Omnifit). The acid and reductant svlutions are pumped
with a Gilson HP-4 peristaltic punip. The sample and acid are
mixed in a first coil (R,), and titeo enter the reactor coil (R
2),
where the selenium is reduced with NaBH4. The hydride
formed is carried by Ar through the U-tube gas—liquid water-
cooled separator (hoine desigo) to the Fassel plasnia torch in
che ICP-MS, while the liquid phase goes Lo dram (Fig. 2).
The ICP-MS instrument used was an Eclipse (Fisoas
Instrumeot). The Eclipse was first fuIly optimized jo its normal
configuration (pneumatic nebulization) br ion lens voltages,
nebulizer gas flow tate, quadrupole resolution aod pole blas
using a standard solution containiog elemeots across the
mass range frosn berylliurn ca uranium at ccnceotrations of
25 ~ig 1”. The nebulizer gas ¡Inc was Usen connected to the
gas—liquid phase separator. The selenium hydride generated
was connected directly tu the plasma torch interchannel. The
optimization was again checked using a 5 pg seleoiuxn
SAMP
HCI Vi, Ar
ICP.MS
NaBH,
a
p
Fig. 1 FI system: 1’, peristaltie pwnp; 1’, isijection valve; R1, first ccii;
R2, reactivo ccii; O, gas—liquid separator (U tube)
Jos¿rnal of Analytical Atornic Spectrometry, October 1995, Vol. 10 871
reaction
4—
products
¡quid
sodiun selenate additions. were ireated following Use sane
procedure (tite se1enium~spiked solutions wcrc of 2.5 and
5.0 pg 1 ¼. Alter cooliog, tite samples were transferred mío a
IOn! calibrated flask and diluted tu volunw with deionized
Water.
A 1 ml aliquoí of serunn sample was diluted jo 50w! with
de-jonized waíer. Difi<erent aliquocs of 5 ni? were treMed as lot
tlw water samples aher previous sodiun selenate additivos of
1,0. 2.5 aud 5.0 gg 1~’. Titen samples were transferred lino
10 ml calibrated flasks aod diluted with de-jonized water. Two
drops of silicon. as aníi-foamung agení. had tu be added tu
prevent formasion of foain that blocks tite hydride generator
sys tein.
RFSULTS ANO rIT5CUSSION
Effect of Sodium Terrahydrohorate (111) Conceístrat¡on
Fig. 2 U labe gas—liquid waíer-eooled separator
standard. Forward power was raised tu 1350 W and tite
nebulizer gas Ilow was reduced froni 1.25to 100) mm’’. No
furtiter adjustowot of jite quadrupole or leos settiogs was
required lot optimum signal response. Tite cunditicos used are
sunmarized in Table 1.
Reagenis and Síandards
Sjock standard selenjuin (mv) solution (1000mg 1’) was pur-
chased froin Fisher. Workiog standard solutions were prepared
dai]y. Sodiuni tetrahydrvhoraíe (NaBH4) solution 0.5% ni/y
was prepared by dissolving NaI3H4 powder (Aldrich) of 98%
puriíy, iii de-jonuzed Milli-Q water (Millipore) and stahiliziog
with 0.1% si/y sodiuni hydrvxide (Merck). Solutions were
filtered before use to eliminate turhidity aud titen stored jo a
refrigerator. Hydrochloric acid (BCO solution (0.6 mo) dm’~)
was prepared by dilujion of conceotrated HCI (Carlo Erba).
Sodiunn selenate ami sodiun selenite powder (Aidrich) vi 98%
asid 99% purity, respectively, were used tu prepare synthetic
water and to spike tap water and serum saniples. Certified
wajer was purchased frosn Setpount Laboratory Standards
(A.P.GJ ami synthetic water was prepared by dissulving
sodium selcoute and sodiuni selenate (8.0 asid 6.OpgL’,
respecrively) in disjilled waíer jo whicit hírge amounís of NaCI
were added opto 20.OgI’.
Samnple Pretreatmes,t
Water saruples (certified, synthetic aod tap water) ¡rereacidified
witit concenírated hydrochloúc acid (3 ml of HCI per 5 ml uf
saniple) ami boiled to 100
0C br 10 mm lo converí Se~’ to
Se”. Different tap ¡rater aíiquots, wijhout and with previous
laMe 1 Optimal vperatiog cosidisiosis ng. 3SCIN
Ojiferení NaHH
4 concenjraíioos io the 0.1—2% ni/y tange
were tested tu determine tite optimun. Fig. 3 shows thai
niaxirnum seositiviíy is obtaioed al 0.5% rn.’v NaBH4, asid
ihis conceníration was adopted br furtiter experioients. At
concentrations aboye 15% ni/y, tite plasma becarne unstable
asid easilv extinguished.
Effect of Hvdrochloric Adj Conceufration
Hydrochloric acid cvocentraíions in tite 0.1—6 noiI” range
were tesíed. The resulís are illustrajed in Fig. 4. Ihe response
for seieniurn isicreased wijh acid coocentrativn to teacit a
platesa ranging froni 0.6 tu 4.0 muí U’. A concentratiorx of
0.6 mo! U’ UCI was chusco br [untes work.
lufluenee of ¡ion Rajes
To detennine site opsisnum fiow rates for HCI asid NaBH4
soluíions. tite tange 1.0—4.5 ml mio’’ was tesíed, Titis study
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has beco carried ouí for titree HCI:NaBH4 llow vate vatios
<1:1:1:0.5 and 1:0.33) Fig. 5 shows a risc iii the signal from
selenium when boL!, flow rates are increased, It can be seen
thaI íhere are no significant differences when flow rate ratios
of 1:1 aud 1:0.5 are used. while a Ioss ob sensitivity was
detected witit site 1:0.33 tlow vate ralio.
On lite other hand. fiow rates up 3.5 ml mm’’ cause plasma
dislurbance. Ii, prevent Ibis, an HO solution tlow vate of
3.5 ml misÉ’ and a NaBH4 solution tlow rate ob 1.7 ml misÉ’
Were chosen.
Optisn¡zation of Sample Volume Isijected hito tite FI System
aisd Co¡I Length
Tu deterniune Use oplimun sample volume to be injected. loop
volunes iii tite 25—500 ~fltange were teMed. Maxinium peak
heighí signais wete obíauned with ‘a sample injection volume
uf 100 II. Furjher uncrease of lite sampie Ioop volume resulted
in double peaks. This ptobleni disappeared when tite lengths
of cojis (R, and R2) were increased. Neveríheless no increase
iii signal intensiíy was observed either when tite lengíh was
varied wiíhin tite 30—500cm tange or unjeclion volume was
increased ayer 100 ¡u. Titerefote. a sample injection volume of
100 ¡U and a 30cm length for both coils were chosen for
further experimencs.
Carrier Gas Floir Rate asid Forward Power
Carnet gasflow vate and pkasnia forward power were optimized
simulíaneously for Se detevniination using Ihe FI syslem. Tite
cifecís of titese parameters en tite sensitivity of “Se determi-
nation are shown ¡u Fig. 6. Maximum sensiíivity was acitieved
al an Ar flow tate of 1.01 misÉ’. Sm was undependení ob rl
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power. Titis fiow vate was therefore used lar al) furtiter
measurements.
A carnet gas flow rate of <1.0 1 mm “ overheated tite
uneclot tuSe, causing ptemature decomposition ob tite hydrides
¡si the tuSe, while higiter flow tates also decreased tite signal
because of Use effecs of Ar diluíion.’3
One drawback unherení ¡rs HG is lhat tite gaseous
by-products of tite hydride reactivo <H=,H
20 tapaur and
CO2), which cause plasma instability andpoor precision, migití
extinguish tite 1CP seurce. Titis problem can be overcome by
increasing tite rl power. A medium forward power ob 1350 W
was chosen bor furtiter measurements. Higiter power gaye higit
background due lo photon noise”’’ and decreased tite signal
te noise ratio.
Water vapuur was eliminated by waíet cooling lo produce
condensasion iii 51w U-tuSe gas—liquid sepatator.
Isiteríerences
Tite unterference of 31 elements iii seleniuni hydride generation
in F1-HG-ICP-MS was evaluated; lite results are shown in
Table 2. The anions N03¾POst CV and SO4
2 and tite
c tions NC. K*, Ca’ ami Mg2~ do nos interfere, even at
concentrations íoooo times lhat ob Se. Sorne transition elements
produce serious negative uncerference; only Te mercases che
signal (+20% bor Te:Se= 1000).
Sorne authors found thaI interference from Cu2~ aud Ni2~
¡si SeH
2 generation could be eliminated by the formation of
Iheir síabiecitlorocomplexes iii 7.5 mol dm>’ HCI.’
2 We evalu-
at d this approach by varying lite HCI concentration from 0.6
lo 8 mo? lo tite presence of Cu or Ni al concenlvativns
¡000 times titaí obíhe Se. [si 2mol V’ HCI,Nididnotinterfere
al concenttat¡ons 1000 limes that ob tite Se, buí removal of Cu
inlerberence (until a talio of Cu: Se = 100 was reached) in
8 molí —‘ HCI was necessary.
Analytica¡ Charaesenisties
Tite analytical characleristics wete evaluated by Ihe contunuous
flvw and tite FI methods. Tite precision of tite HG process
was evaluated usung two standard soluíions coníaining 5 and
1 sg 1’ Se”’. Tite RSDs were calculated for eacit solution
fromn ¡Nc teplicate measuremenis under ihe conditiasis usted
un Table 1.
Tite pvecision of tite FI melbod was lower titan tital of jite
continuvus tlow metitod. Tite precision uf both methods varied
with rl fvvward power and ituproved when 1350 W was used,
as mndicated in Table 3. Tite RSDs br tite FI metitod are
generally belter titan 5%.
Tite detection ¡¡mit (DL) is defined as titree times tite
standard deviation ubtained from len replicate bíank determi-
Table 2 Síudy of unterferences un seleniuni sigsial (from 5 sg ¡ -‘ of
SelVí; relative signal is tite talio belwecn tite Se signal iii tite absence
and presence of iníerferences expressed as a percenlage
Ion Ion: Se”’ Relative signal (%)
NO;, PO
4
3’, Cl, 5Q42 IOOOOA 10243
Na’, K’, Ca”, Mg”
As”’, As”, 55”’, 55”
10000
1000”
98+4
101+2
A¡”’, ~ ~ Zn”
Co”, Ti”’ y” Fe”’ F’
Hg”. Cd”, Ge”, Ni”t
Ni”, Pb”, Te”’,Bi”’ 100 97+3
~ ?t”. ~
Cii”, Pd”. Ag’ 1 98+3
Co”, PO”, Ag’ lO 70+5
• Maximum amouní testeO.
t With 2.0 snoS 5” HCI.
Witb SOrno! 1’ HCI.
• ‘‘50W
o 1~5o w
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Table 3 Fifeel ob rf forward power o,, precision (RSDs frons uve
replicales) of ,neasuremeoí lot sannple iníroduclioo by Fi asid
eositirnbous lIow
Forward power/W
Melhod 1150 ¡350
5.0 El 5,0%
Coolinuous 3.7%
1,0 FI 7.0%
Continuous 6.1%
3.5%
2,3%
5.0%
4.2%
Table 4 Seleniurn recovery study (~tg Y ‘1: n=3
Cerlilied Added Found’
Sannple vahue4tgl’ ‘gV’ lig~’
Recovery
(%}
Certified water 35.50±5.13 — 33.6+ 1.4
Svnthetic water 14.0 12.9±0.1
Tap waíer — <DL
2.50 2.47±0.04
5.00 4.67±0.07
Senuni (diholed — 0.35±0.03
1:100) 1.00 0.97±0.03
2.50 2.46+0.05
5.00 5.25 +0.10
92.1 +0.7
—
98.8+1.6
93.4±1.4
97.0+3.0
98.4+2.0
1044 1.5
nations. Tite detection Iimit found was 35 ng!’ ob selenium
for boíh systems (continuosis flow asad FI), whicit was 100
times belter Iban thaI of tite cJassical nebuuizalion systern.
Tite equation of lite calibration graph is y —7346+
l41.846x, witere y is tite asialyíical sigoal iii cosirsís st ami x
ss tite selenuum concesitration in ~eg1’’. Tite correlalion
coefficient Ir) was bella thao 0.999.
Tite linear dynamic tange was limited to protect tite detector
from ion comí rajes exceedung 5.0 >< 106 coents 5’, which
limiled Ihe maximum Se cunceoltalion lo 30 ¡ug U
Sample Analysis
Tite proposed metitod was applied tu certified water, synthetic
and tap water, and serum sanipies. Tite results obtained are
shown in Table 4. No selenium was found jo Ihe unspiked tap
waíer. Tite recovevies in Se-spiked samples were fvoni 92
lo 104%.
Tite selenium contesil in tite unspiked serma sample was
found tu be 0.35±O.O3~tgU’(equivalení to 35±3,igV’ iii
tite original seruin samnple). Titere is no significant difference
at tite 95O/~ conúdence level beíween the measured aud certi-
fied values.
Conclusion
Hydride generalion iii conjunclioo with ICP-MS is a very
powerfs.fl íechnique thaI considerab!y enhances tite analyticai
capabilities of ICP-MS for delevmining selenuum al ultraírace
leveis in envirosirsaenlal asid biological samples with very good
precision.
Tite advantage ob tite proposed FI systeni over tite continu-
ous llow melitod is thaI sample vohume is minimized wilhouí
loss of sensitivilv.
Tite aulhors are graleful for finasicial smpporl froni CICYT
under projecí PB 92-0218 and tite Measurernenis ami Testing
Programme (FC) under projecí MATI-CT930006 and so Max
Gormaon for revising tite manuscripí.
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Artículo 2

Determination of Selenocystifle,
Selenomethion¡ne, Selenite and Selenate
by High-performance Liquid
Chromatography Coup¡ed to Inductively
rs
Jaurna? of
Ana[yt~caI
Atom~c
Spectíometry
Goupled Plasma Mass Spectrometry
M. ANGELES QUIJANO, ANA MARIA GUTIÉRREZ, M. CONCEPCIÓN PÉREZ-CONDE
AND CARMEN CÁMARA
Departamento de Química Analitíca, Facultad de Químicas, Universidad Complutense de Madrid, 28040 Madrid, Spain
An analytical niejitod has beta developed for tite determisiation
of selenocystine, selenomethiosuine, selenite asid selenate.
Separation of the four Se species iras achieved hy HPLC on a
Spherisorb 5 ODS—AMINO cuhimo usiog a coíscentration
gradiení fromn 3.5 fo 7.0 mino! 1” pitospitate buifer of pH 6.0
as tite mubile pitase at a fluir rate of 1.0 ml mio”. Detection
iras carried usa using no oss-Iioe índssctively coupled plasma
mass spectrometer. The chromatugraphic parameters asid tbe
chemical facturs affecting tite separation of tite Se apecies irere
uptúnized. The detectluis lisisiÉs, ~ssissga 100 pl sample Ioup
volume asid expressed as Se, ¡rere found tu be 2.0, 1.0, 1.6 asid
1.2 pg ) ‘ for selenocystine, se¡euomethionine, selenite ami
sefrnate, respectively. Ihe precision iras better titan 5% in al!
jostances. Tite meihod iras successfsiulv app¡ied tu the
determinatioss of the fornir Se apecies jo irater samples certified
br selenite asid selessate, to wnich selenocystiae ami
seles,ornethiooine had beco added.
Keywords: ¡nducruvely coupled plasma mass speetrometry;
high-performanee liquid chrvmatography; seleniuni speeiation;
watcr
Since tite lis-st reporcs ¡a 1957 tha Se was an essential element,
continued progress has beco ¡nade lii ideotifyiog Use natura)
seleno compounds ir, biological media and ja elucidating their
bunctioa.’
Selenium has been identified as an esgential elemení ja niany
species, including humaas, in which it is a component of
glurathione peroxidase, which is necessary for tite renioval of
hydrogen peroxide aud lipid peroxidases froma cefis. Seleaium
is also known tu prevení tite appearance of coxic effects
oorn,ally caused by eleinents such as As ami Hg) Titere is a
navrow tange of Se intake thaI is consistent with health;
outside Ihis range, deticieacy diseases and toxicity occur. Al
higher doses, Seis toxic: diets containing more titan 5 mg kg”
of Se are considered to be poisoneus te man and aninials)
lo tite aqueous enviroament, selenite ami se)euate are tite
most comnion Se compounds, and in biological samples hoth
inorgaaic and organic Se species can be present.3Severa! chromatographic methods for the separation of
seleno compounds, witit non-specific and specific detectors,
have been reviewed’’ Volatile Se compounds (dimethyl selen-
ide, dimethy) diselenide, diethyl selenide, methanoselenol) have
been separated by gas chromatography.6 Por tite speciation of
non-volatile Se compounds, botb liquid aod gascbromatogra-
phy are used. The latíer requires a prior derivatization step to
convevt tite Se species into volatile for¡ns. Varjeus reagenís are
available such as trixnetitylsilylacetamide, cyanogen broniide
and v-phenyleaediamine.3’
Liquid chromacography is preferred for lite separativa of
non-volatile species without prior deuivatization. la most publi—
cations, selenite ami selenate are separated usiag an ion-
exchange chromatography column. Separation is based vn a
strong anion excitange, witit elution using diffevent buffevs.5’0
Sorne researchers whv inc)ude tite ehmíjon of trimeíbyl-
se)enonisnn (TMSet) ¡a tite dead volunie, using cititer hydride
generationdtm or electrotiternial’ atomic absorplion spec-
tronietry as tite metitod of deteclion, give detection limits of
abouí 1.27, 0.76 and 1.67 sig of Se fur selenite, selenate and
TMSe t respeciively.
Se!eoocyscine (SeCys) anO se)envmethionine (SeMet) have
been separated using either ion-exchange” or ion-pair’2 citro-
matographic oiethods.
Potin-Gautier et al.’2 itave carried out tite separativa of
SeCys and SeMel by ¡on-pair citromatograpity witit electro-
titermal atomie absorption spectrometric deteclion. witit detec-
tion limits of 1.0 and 0.8 ng of Se, respecíi’vely. Using this
mecitod, selenite asid selenate weve nol weII resolved, interfevung
in tite separation of seleno-amino acids.
The use of Se specific detectors is preferred to reduce Ihe
interferences and iniprove tite detection limits. Hydride gener-
ation (HG) coupled to any type of alomie detector requires
tite prior conversion of seleno species hito Se’1’,’0 whileelectro-
titermal atomie absorplioo spectvomerry requives fraction col-
lectivo8 afler elmijon or a sophisticaíed desigo,’2 io order lo
coanect tite citroniatographic columa and grapitite furnace.
Tite aim of tite presení work was to desiga a simple
procedure for tite siniultanceus separativo of tite four Se
species mentioned aboye, aH of witich ¡nay be present ja real
samples. It was decided to use ICP-MS delection wilh tite aím
of facilitating very low detection limits, and allowing easy
iaterfaciag, thvough a direct conaeccion belween che HPLC
cohunin aod tite oebulizer.
Tite coupling ofHPLC tu ICP-MS has previously been used
ja tite analysis of metal-contaiaing species for As, Ph, Sn
aud Hg)314
Tite use of ICP-MS detection requires certain modificativas
re tite citromatograpitie metitod compared with chase pre-
vious)y used with olber types of desector. Buffetconcentratioos
must be decreased to prevent salt deposition and cloggiag of
tite sampling oriflce, while tite conceatrations of organic sol-
vents must be controlled to avoid plasma instability.’5
EXPERIMENTAL
Instrumentatiun
The chromatographic system used consisted of a Milton Rey
CM4000 HPLC puinp with a Milton Roy six-porr sample
injection vaNe flíted with a 100 ¡U loop (Milton Roy LDC
Division, Riviera Beach, EL, USA). Separativas ireve per-
fonned vn a 5 pm Spberisorb ODS <octadecyl silica>—AMINO
Jvurnal of Analytieal Atomie Specíroinerry, Jsane 1996, Vol. 11(407—411) 407
cuhumn (250 x 4.6 mm id> (Phenomenex. Turrance. CA. USA>.
lii titis mixed column, tite síaíionary phase consisís uf an
equimolar mixture of octadecy! asid amino groups vn a silica
smppurt. operatung as a reversed-phase, weak anioo-exchange
vi iosi-pairs chromatvgraphic colimo.
Separatiun was achieved with a phosphalc hitler ob pH 6.0
as Ihe mobile phase, msisig a cuoceníration gradiení from 3.5
lo 70 mnno] 1 -
Deteclio,, was perfurmed msing an Eclipse lCr-MS inslru-
meos (Fisoros lnssnumeoí. Uxbridge. Middiesex. UK). Tite
Eclipse iosírmrneoí was fsrsl optiniized, isidependesillv uf Ihe
cliromaíographic svstem, for nebulizer gas (luw rate. ion leus
volíages. qmadnmpvle, resolmílvo ami pole bias. msing a síaodard
sulmijon contaioing elemersís across Ihe mass rasige. from Be
tu U al cvsiceoíraíions of ¡0 pg 1’’. The oplimizatiun was aNo
checked usiog a 25 pg 1~’ Se standard solulion. in order lo
impruve uplimizalion bus-ti-ter.
The chroniatographic system was then coupled tu Ihe
¡CF-MS instrumení with 20cm uf pulv<tetrafluuroethylenek
capillary tubing (0.5 mm Id> from Use culuma umilel lo lite
‘niel uf tite standard Meinhaid siebulizer.
Durung 11w I-IPLC--!CP-MS rus, only lite ion al mis =78
was monutored, since it presenís a betíer signal-to-noise ratio
litan tite otiter Se isotopesX’ Tite chromatograpitic peaks were
evalmated by titeir arcas. Tite conditiosis msed are smmmarized
in T¿sble 1.
Reagenis ami Stasdards
Selenium stock standard so!utions (¡000 mg!’’ al Se> were
prepared from sodium selesiate fSe~’), sodium selenite (SeíV)
SeCys asid SeMet, whicit were purchased frvm Aldricit
(Milwaukee. W1, USA). Tite use ob 3% tv HO was siecessary
lo sohubulize SeCys. Stock solulioní were slored io Ihe dark al
4 C. Working standards were obíaloed dailv bv dilmíjon of
tite slock solmíions wi[h de-ivnized Mifli.Q waler (Millipore,
Bedford. MA, USA).
Tite clients used for tite separaliosis were pitospitale bmffers
uf pH 6.0 al cvsicentvations uf 3.5 aod 7.0 mmol 1~’. Solutiosis
were prepared by mixiag independení svhutions of Na2HPO4
and NaH2PO4 (Panreac, Barcelona, Spain) until Ihe desired
pH was reached.
Artificial serunl, te tesí tite ionic strength effect. was prepared
by dissolving 3.5 g of NaCí (Merck, Darxnstadt, Gemmany),
¡.5 g of KC! (Merck), 2.5 g of NaHCO3 (Merck> and 20 g ob
ghucose (Merck) in 0.5 1 uf de-lonized water.
Water (BCR CRM 603) certified for Se” aod Se~’ (3533
and 44.82 ¡ugí”, rcspeclively) was used bus- validalion of
tite metitod.
Tahle 1 Optñnoni ¡CF-MS
condilions
ICP—MS----
Forward power
Reflected power
Coolasit gas 1kw rate
Auxiliary gas Ilow raje
Carter gas tlow rate
Dala coijection mude
Inlegialion tiste
Chromatography—
Analytical colusun
MoNje pitase
Pitospitate buffet pH
Oradiení concentralion
Gradient time
F!ow rate
Sasuple injection volume
and chromalugTaphic operalung
1150W
<0,5W
141 soun”
0.7! ruin’
0.8! mi,,”
Single mnonilvring
lOs
Spherisurh 5 ODS—AMINO
Pitospitale bifes-
6.0
3.5—7.Onnmoi Y’
1.0 mm -‘
1.0 ml nno
loo ¡U
Al! su!utioos were filtered titrough a 0.45 pu-ii membrane
fliter asid de-gassed bebore use.
Procedure
Tite clirumalugrapitie separalion ubSeCys. SeMel. seicoite asid
selenate stasidards was perfonned hy isijectiog solutiosis con-
taining tite fuur cumpuuods unto tite culunin and iniíially
eluting with 3.5 mino! 1~’ pituspitate bulles- ob pH 6, at a fluw
rate uf 1.0 ml miii”. Abíer 5 mio. lite eluent was citanged lo
7 mmol 1 pituspitale buffet of pH 6, usuug ‘a linear concen-
tration gradient uver a 1 miii period. Detection of each eluted
Se species was carried uní bv [CF-MS usiag tite operating
cunditioní given lo TaÑe 1. Tite aoalytical peaks oblained
were evahu-¿ted by peak aiea measuremenís,
RESULTS AND DISCUSSION
Colí,snn Selection
A previuus papes-’ has described tite separaliun of SeCys aoci
SeMel usiog ion-pair cbromalograpitw. lo tite present work,
lhis metitod was developed for tite separativo of tite four Se
Ipecies msung calionie ivo-pairung reagenís. Síudies were per-
fvvmed vn a 5 pnn Hamilton PRP-l slyrene—divinylbenzene
cohmmn (150 x 4.1 mm id), elmting Ihe Se compounds witit an
aqíeous mobile pitase coolaisiung Ihe ivsi-pairing reagení and
a luw perceníage of acetonitrile <¡—5% ~
Two reagenís were lesied: tetraethylaznmvnimín bromide al
various concentrations (l0’~—10” molí”) and tetradecyltri-
metitylanimonium brumide al conceoíraúoos below lis critica!
micellizatiun concentraíívsi (abouí 4 x 10” mo) ¡ ¼.but willi
poor resolítion lo botit instances. Selenule and selenale were
noí weíl separated froin each odies- asid clíted between SeCys
(fis-st peak) aud SeMel (lasí peak), inierfering wilh buíh.
Wilh tite use of aniunic iosi-pais-ing reagenís, vnly cationic
species can be relamed, Aí lite recommended pH for Ihe
síability of tite colímos itilized, SeGys and SeMel exisí as
zwiííes-ioos, whereas selenite and selenate are in tite aniunic
fvvm, and, titerefore. elute ¡si tite dead volísne.
Oliter workers
910 have us d strosig anion-exehange
column bus- tite separativa of selenite aud selenate, eniplvying
a vas-iety of buffes-s as tite mobile pitase. Tite use of a Hamilton
PRP-X 100 colunin was attempted iii titis wurk; huwever. SeCys
and SeMel ehuted in Use dead volisme.
Fina!ly, a snixed colímn was tesled, vi:.. Spherisorb ODS—
AMINO, vn which amino gromps can be protonated hy tite
use of an apprvpriaie bmffer ¡si tite mobile phase. Tite separation
of tite foir Se specics was acitieved with titis colimo using a
concentration gradiení of pitospitate hitler as described lo
detall lates-. Tite elution order was SeCys, followed by SeMct,
selenite ant! selenate.
According tu tite acidity constantí leí seleneus acid (pK
2 =
2.46 and pK1=7.31> ant! selenic acid (pK,=L92>, la tite pl-!
tange recomajended br tite stability of tite columa (2.0—8.0>,
seicoite asid selenate are ps-edvrnioantly preseal as HSeO<
and 5e02t respectively; itence, ibe observed eluilon arder
suggests an anson-excitange chromaíographic mechanism.
la tite pH range 2.0—8.0, SeCys aod SeMel exisí as zwis-
les-jons; tite formes- ¡nolecíle coníains termina! polar and
lonized fuactioní, with two negative citarges. A!though titis
shouíd lead lo losiger retenlivo, SeCys chiles fis-st followed by
SeMet. Titis coníd be due to a reversed-pitase mechanism los-
tite retentiva of seleno-amino acids, in which SeMel would be
vetained longer lince its alky! chajo it more accessible titan
thaI of SeCys.
Tite dead volume ob tite sysleoi was determined by passing
a 20 ptgl” LiCI solution thrvúgb the column at varivus flow
rates. Tite Li
t ivo, whic should fol be retained by the
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colimo. was nnoniíored by ICP-MS at m/:= 7. Tite dead
vulunie ob tite systeni was calculated lo be 2.04+0.01 ml.
Effecl of pH
lo os-des- tu evalíate lite unfluesice ob pH un tite retentivo times
ob tite aaalytes. dillerení 5.0 rumol 1~’ pitospitale bíller solu-
tioos in Ihe pH s-ange 2.5—7.0 were used as ¡nobile pitases.
The retentivo ability of lite colusnn is related tu thecapacity
factor <1<’>. Titis pas-ameter is independení uf the fiow tate ant!
tite dimensiuos uf tite culumn.
Tite resulís oblairsed are preseníed lo PÁg. 1, in which it can
be seco thaI tite inurganic Se species do nol elíte al pH valíes
beluw 6. Wititun tite pH rasige stmdied, selenite and selenate
as-e preseol as HSeO3 and SeOQ - as mentioned aboye, aod
tite predomioaní pitospitate species are H2PO¿ and HP04<
Aboye pH 6. tite predomunaní pitospitate species is HP04
2 -,
witich is able tu compete with tite Se species Tetained, whicit
are liten eluíed. Beluw pH 6, tite preduminaní arsion. H
2PO¿.
is nol able tu remuve tite inorgaoic Se species ls-orn lite column.
Titis suggests íhat tite reíeníion—eltsíioo ob selenile and selcoale
un tite columo is dic tu ao asison-excitange mecitanism, witicit
is goves-ned 1w tite protonation of Se ant! pituspitate aniosis.
These anions compete for tite NI-12~ groíps ob the slativoary
pitase witere tite HP04
2 spccies ¡5 respuosible for lite elulion.
Furliterniore. lite significaní decrease in K’, on incs-easing
tite pH from 6 tu 7. bus- butit inurgaoic Se species. is iii guod
agreemení witit tite proposed mechanism.
Sioce guod resolítion was nol acitieved for SeMel and SeIV
al pH 6. tite separativo of tite four Se species was altempled
usiag a 5 mmo! 1-I pituspliale hitler over a pH gradiení brom
2.7 to 6.0. Tite main problem encoiníes-ed with tite type of
culmmn used itere was tite long eqíllibration periud required
tu s-eacit tite desired pH (aboil 1 it>. Cosisides-ing these resílts.
it was decided tu wvrk wiíh isocralie pH elulion. al pH 6.
Resolutiva of tite citrvniaíogram was improved by varying tite
buffet concentratiun as described in tite fullowing sectiun.
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Fig. 2 Effect ob pitospitale buffet conceníratiun. al pl-! 6.0. un tite
capac¡sy lacIos- tk~. A, SeCys; B. SeMel: C, Se”: asid O. SeVí
<2Opg U’ Secachí
Ibis paranieler becaise ob titeir separation mecitaoism, Tite 1<
valíes for seleoiíe asid selenale decrease witen tite mobile pitase
conceon-ation is uncreased, paríicularly from 2.5 tu
4.2 mmo! 1”.
From lite resulís sitowo in Fig. 2 it casi be coaclíded thai a
low pituspitate hitler cuncentration is necessary bus- tite opii-
mím sepas-albo uf SeMet and Se”k Alíitougit tite use vía Iuw
pitospitate buffet cuncentration los- tite elution of selenate is
possible, it produces long aoalysis times. witereas an increase
isi tite pituspitate bíffer concentration reduces tite retentivo
time br Sé’ aad titerefore tite aoalysis time. Pus- titis reason.
st was decided lo Use a conceotralivo gradiesil of pitospitate
hitler from 3.5to 7.0 snmol 1’ al pH 6. AII titese resílís agree
witit tite mecitanism prupeset! aboye. Tite resulting citrornatog-
ram ss situwo lo Fig. 3. Gradiení elítion was used for al!
síbseqíent experiments.
lii order tu deterniiae tite vptimím flow rate, valíes in lite
range 0.6—1.2 nImio” were tesíed. Titis fiow rate tange was
compatible witit ICP nebílization fiow rates. Tite best reso-
lution was obtained witit a fiow tate ob J .0 ml mio -
Concentration Gradiení of Pitosphate Buifer and Fluir Rate
In order tu evaluate tite opíimum concentration ob tite mobile
pitase, different pitospitate bulles- concenírations wititin tite
tange 2.5—7.0 mmul 1’ were tesíed. Tite use of itigit bíffer
concenírations was limited tu prevesil salt deposition, and
clogging of tite sampling ant! skimmer orifices.
It was not necessary lo modify tite adjmsting parameíes-s sn
tite ICP-MS instrumeal witen tite effect of the differeoí pitos-
pitate bmffer solutiosis ised was evaluated.
Fig. 2 sitows tite influence of tite coacentratiun of pitospitate
hitler vn lite k valíes of Ihe bus- Se species, at a constaot pH
of 6.0. Tite k values los- SeCys and SeMet are independení of
o
04
O
2 3 b 7
Fig. 1 Fifecí obpH of pitospitate buffet (5.0 msnol 1~ ‘>00 tite capaciíy
factor (/<‘). A, Selenocysline; B, selenomethionioe; C, selenite; and D,
selenale (20 ¡sg Ii’ Se cadi>
Effect of Ionic Streogth
Sodiun chloride asid artificial serun were citusen lo evaluate
tite effect of ionic strengíh, the fis-sl because it is a comnon
elecírolyíe in envirosimeníal samples. and tite secoad because
it contains sorne conumon electrolytes and organic males-ial.
Diffes-eat NaCí asid artificial serum concentratioos wes-e
added lo tite Se working staodards los- tite evaluation of tite
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Fig. 3 HPLC—ICP.MS trace of a standard mixture ob (1) SeCys,
<2> SeMeí, (3) Se”’ asid (4) Se”’ (20 ¡sg!” Se each)
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Phosphase hífier pH
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effect of tite ionic strengtit (1.6—850 mmol 1”) vsi tite sepas-a-
tion uf tite selesio compouods. No significaní dillerences
belweeo additiun ob cititer NaCí uy artificial serum were bouod.
Table 2 shows tite relalive sigoals for tite Se species al
diffes-ent ioaic sts-engtits witit respect tu titose ublauned witituíí
elects-olyle. Aboye ao iunic streogtit of 27 mmo! 1~ ‘tite relalive
signa! of seleoate hegins tu decrease, witereas tite signals of the
otiter litree Se species are nol affected in tite raoge stídied.
On tite otiter itasid, Fig. 4 sitows tite dccl ob tite junie
strengíit vn tite k’ valíes ob tite foir Se species. Aa socrease so
tite ioaic slvengtit does nol affect tite elution of SeCys ur
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Fig. 4 Efbect ob tite ionic strengtit 00 k’: A. selenocysíioe; B, selenome-
titionine; C. selenite; ant! D, selcoate (20 ¡sg 1” Se eacit)
TabIe2 Effect of jonio slrengtit 00 the signal of Se (20 ¡sg 1”) bor tite
four species. Relative sigoal is tite ratio between tite Se signal in lite
absence and ps-escoce of NaCí os- artificial serum expressed as a
peroeola ge
Relative signa! (%>
tonio strength/znnnol 1
1.6
4.0
8.0
16.0
! 8.0
27.0
40.0
55.0
80.0
110.0
170.0
220.0
340.0”
850.0”
SeCys SeMel Se”’ Se”’
99+2 98+3 102+3 92+4
93±3 102±4 99±2 99±3
99+3 94+4 103+4 97±2
91+5 99+3 101+3 96±3
92+3 103+4 100+3 95+4
93+3 94+3 102±4 88±3
95+4 101+3 98+3 80+4
94+3 102+4 101+3 70±5
89±4 96±3 98±4 65±4
96+4 97+4 102±3 54+4
101+3 98+3 100+5 50+4
95+4 102±4 103+3 45+3
105+4 98-5-3 105+4 42-4-4
104+3 103+4 102+3 38+3
* lonio strenglh oblained only wílh NaCí.
Tahle 3 Aoalytical oharacteristios
SeCys SeMel Se”’ Se”
Retention time/s 181
Detection lisnul/ng 0.20
5/ (‘/o) (50 ~g U”> 3.6
(2O¡sg U’) 3.9
253
0.10
4.3
4.7
378
0.16
3.8
4.0
732
0.12
2.0
3.4
* Retative standard deviation.
SeMel. bit produces an sacrease in tite rerenlion limes ob
selenite aod selesiale al values itigites- titao 88 mmol 1-1.
The retentivo times ob tite selesio-amino acids are isidepeo-
dení ob titis parameter becaise ob titeir partitivo mechaflism.
witereas tite iourgaoic species as-e more affecíed bv titeir iooic
roecitanisun.
Analytical Characteristies
Tite analyíical citaractes-istics were evaluated bus- tite buir Se
cumpoíods. Tite precisiun ob ihe mesitod was tesíed isung íwo
standard svlítions conlaining 20 and 50 ¡sg 1” obeacit species.
Tite relative síaodard deviatiosis were calculated from five
replicate measuremersís uoder tite condiíions listed iii Table 1.
aod were better titan 5% io ah instances.
Tite detection limil is defined as litree times Ihe síasidard
deviation ubíained frvm len replicate hlank determínalsuas. [o
titis wos-k. tite signal brum tite blaok was negligible: titerebore.
Ihe detection limils wes-e calculated ísiog a 5 ¡sg 1” Se standard
solution. Detectiun limits using a 100 ¡sí isijection vulume. were
0.20, 0.10, 0.16 and 0.12 ng ob Se bus- ScCys. SeMel. selenite
ant! selenale. respeotively.
Table 3 sitows tite analytical citas-actes-istics los- tite [vur
Se species.
Sample Ana!ysís
Tite proposed metitud was successfully applied tu lite analysis
of BCR CRM 603, cuatauning 20.Ogl” of NaCí: titis CRM
coatains cuacenlratioo levels ob 35.33 ant! 44.82 ¡sg 1~’ ob
selcoite ant! selenate, s-espectively.
Metitod validativo for SeMel and SeCys was achieved by
adduag knuwo amoínts ob titese compouods tu tite certified
water.
Calibraíiuo was cas-ried uní by lite metitod ob standard
addiíions. owing tu lite dccl ob tite iooic sts-engtit yo tite
selenate signal.
Tite resulís oblained as-e sitown in Table 4. Tite recuyeries
ob SeCys aod SeMel from spiked samples were 96—103%.
Furliter iovesligatiuns wiíit regard lo species extraction in
more complex samples as-e io progress.
CONCLUSTON
Tite acidiíy constanís ant! tite order ob elution suggest a
reves-sed-pitase mechanism for tite retention of seleno-amino
acicis and an anion-excitange citromatugrapitio niecitaoism for
lite retention ob selenite and seleonte ir, tite columa used io
titis work.
Tite separation ob tite fois- Se species síndied usung a pH
gradicol is nol beasible owing to tite long eqíilihration periud
witit respecí lo titis variable, whereas a cosiceotration gradiení
allows tite separativo lo be carried oní in less titan 13 mio.
Retentivo times of iaorganic Se species are considcrab!y
affected by a citange ir, lite ivnic strength.
Tite proposed melitod allows tite oo-lioe separativo and
detection of SeCys, SeMel. selenite ant! selenate. ant! provides
itigit seositivily ant! selectivity usung a single citromato-
grapitio run.
Tahle 4 Seleniuni recovery sludy (¡sg U”); n 3
Cosnpvuod Certified value/¡sg 1” Added/¡sg 1” Fouod/¡sg 1” Reoovery (%>
Se”’ 35.33 ±0.40 36.3+ 1.3
Se”’ 44.82+0.70 41.9+1.2
SeCys 20.0 20.3±0.5 101+2.5
SeCys 40.0 41.4+1.2 103+3.0
SeMel 20.0 19.6+0.8 98.0+4.0
SeMel 40.0 38.5+1.4 96.2+3.5
o
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Evaluation of non-spectroscopic matrix interferent effect 011 selenium
signal in inductively coupled plasma mass spectrometry by
continuous nebulization and fIow injection
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Summary. The iotevfes-eot effect ol easilv (Na, K aod
Ra> asid less easily (Ca. Al. Cr asid Mg) lonizable ele-
mesits un tlie selesiuím sigoal lo an ioductively coipled
plasma mass spectrunielev using contíouoíssample
introduction (CN) aod fluw isijecíioo (FI) methods is
evaluated. Sample untroductiun by tlow injection
shows promise as way of uvercoming or veducing
maírix induced intevfes-eoces in isiductively coupled
plasma mass spects-omets-y. asid te dispersion of te FI
svstem is an impurtaní parameter tu study. The cifeel
uf vavying experimental condiíions. sucli as nebuliser
cas flow rate asid rf fvs-wavd power. was scudied and
fuuod to rcsult jo botli suppression asid enharseemeol
effects, depending urs Ihe maírix elemení studied. Tite
magnitude stvengtli of te interfeveoce is dependent vn
mass in tite ordes- Ba>eCr>Ca=K>AIt>Mo>Nafor both
tite CN and tite FI metitod.
Keywords: Inducíively coipled plasma mass spectro-
meís-y. non-spects-oseopic iníerfereoces. continuous
siebílization, flow injection seleniím.
Aushos- so whom correspondence s o besen’
Introduction
hnterfeveoce by molecular jons originated in the plasma
fvom atmospheric gases. waíes-, acids, and analyte
oxide species was docus-neoted jo early studies; lates-.
an extensive listing of common oxide. hydroxide, and
doubly charged analyte species was published [1]. Tite
presence of nonspectral interferent effects resulting
from tite intvoduction of concomitant elemenis is also
discíssed. Tite lites-atuve js contradictory. although sig-
nal enhancement, suppression and no effects have been
obses-ved, with suppression effects being by fas- tite
mosí common [2,3]. Os-ay and Date [4] found thaI tite
continuous samples- tolerated up to 1000 mg L’ sodium
concentraúens with only a 10% decrease in tite signal
frum 10 mg L’ bismuth and cobalí solutions. Douglas
el al. [5] also found no interference frona pitospitate os-
alumjnium concentrations up lo 1000 mg U’ in 2 mg U’
caleium solutiosis. Tan and Hos-Iick [6] studied tite
effects of tite matrix elemenis Na, Zn, Cs, K, Rh, In,
Cd, Sn and Sb on tite analytical signals for a range of
analytes with different masses and fsrst lonization
potentials. They observed suppression of analyte signal
at 10w nebulises- gas flow rates, but enhancements were
noted at higiter flow vates. In similar studies Gregoire
[7] observed only suppression while Beauchemin et al.
[3] observed enhancemeots vsi the analytical signais
ter several analyes by Na. K, Ls, Mg ant) Ca, suppres-
síosi by H. Al and V, and no effecí fos- Li.
Ihe influence of the maírix vn sample íranspvrt and
ionizatioo has been welJ characterized fos- unductiveiy
coupled plasma atomic emission spectvoscopy (¡CF-
AES>; however, suppressíon os- enhancemení effecís
caused by highly concentrated mats-ices tended tu be
more severe in inductively evupled p~asma mass spec-
írometry (¡CF-MS), probabiy vwing te the ps-edomi-
siant influence of ion extractivo asid focusing un the
mass specís-omeíev. Diffes-ences between inst¡-umesital
conf¡gus-ations and operatisig condiíions might be the
cause of Ihe differení írends observed by workers [8.9].
It has been observed in IGP-AES studies that interfe-
resil effects tend to decrease with increasing power and
also with decs-easing observativo height and cas-rier gas
flvw. Gregoire [8] studied the effect of experimental
conditions en nonspectruscopic iníes-fes-ences in ¡GP-
MS, and showed oppusing trends for power asid sam-
pling depth and element-specific trends for nebuliser
pvessure. He cuncluded that ihere are sigoifxcant diffe-
rences in the mechanisna that causes ioo supps-essioo in
¡GP-MS ant) IGP-AES. Also, different mechanisms
cao duminate in diffevent s-egivns of thc plasma, ant)
thus different matrix effects (enhancenienís os- suppres-
sxvns) can be observed for the same solution nebulized
under slightly different plasma conditions. This may
explain the rather conflicting data vsi nonspectroscopie
interferenees that have appeas-ed in the literature. He
suggesíed thai the two key vperating pas-ameters were
the nebuliser pressure ant) the rf forward power.
Several important points have been identified frona
the conflicting information [2]: (a) heavy mats-ix ele-
ments with lvw jonization potentials cause the mosí
severe effecí, (b) Iight analyte elements with high ioni-
zatlen potentials are mosí severely affected. (c) plasma
operating conditionshave a great influenee en the rnag-
nitude of these cifecís, and (d) the matrix effect is
dependent vn ihe absolute amount of matrix elemnení in
the plasma.
Flow injection is apvwerful approach for introducing
samples with a high dissolved salt content lino te ICP-
MS. Continuvus aspiration of such a sample would of
course result iii highly unstable ant) Tapidly deteriora-
ting performance of dic instrument. By FI sample intro-
duction, the instrumení is exposed to a low ansount of
sample solution, which is able to guarantee siable ¡GP-
MS performance ant) 10w detection limits. The use of
FI-ICP-MS as a means of direcí sample introduction for
solutiuns of high total dissolvcd solid (TOS) content
has been reponed isi several papes-s [9-12).
Selesiuum ¡5 an essential elemení ¡si many specses.
but there is a oarruw van~e uf Se isitake thaI is cunsís-
tení with health, ant) duses oítside ibis rasige result ¡si
defsciesicy diseases asid íuxiciíy. Seleniím has a high
zonízalion potesitial (9.752 eV) close lv tite Av juniza-
tion potential (15.759 eV). ant) consequeníly lis degree
of ionizaíiusi is abuuí 30% [13.14]. while thaI of most
elemenís exceeds 90%. The use of high salt and acid
cvncentratiuns in chrumnaíographic methodolugies for
which ¡GP-MS may serve as detector, prompted us tu
isivestigate the effect of high salt loadisig vn the obser-
ved asialytical sigsial.
The ah of the presení work is tu evaluate the effecí
of certaisi matrix elemesits un the selersium signal, co
determine ihe impertance uf te plasma operating con-
ditions and tu evaluate tite possible corrector effect of
tite flew injecílon technique. On tite basis of the expe-
rimental results. we shvw tite correlatiosi between tite
data obíained asid the iheoretic mecitaoisms existent.
Experimental
Inrií’Umentatia,s
Tite [CF-MS insírumení used was an Eclipse (Fisusis Instnumenís,
Uxbridge. Middlesex, UK). Tite Eclipse was fis-st oplimized bus-
nebuuiser gas flow rate. ivo lens volíages, quadrupole resohuuion
and pole blas, using a síasidard sohutiosi cusitaining elersienis
across tite mass range frvm berylluum tu urarsiuni al cuocenura-
tions uf lO pg L’. Tite optimizañon was ako citecked using a 50
hg L-’ selenium standard solutiun. io order tu improve fis-Uses-
optílaizatiOn.
¡rs tite flow injecílun syslem used. uhe sample was injecíed isiso
lite contisiuvus flow of lite caes-lcr solítiun througit a six-way valve
(Onnnifit), fitíed with a 101) ¡uL loup. The cas-ríes- solution was pum-
ped with a Gilson HP-4 peñstaltjc pump.
Tite dispersiva (O>, br titeS systern, was calculated as tite Talio
beíween ube sready-state selenuum sigoal obíained by CN and lite
maximun, peak beigití of lite FI signal 1103. Wiíli tite FI system
used jo Ihis srudy. a d~spersiun of 2 was oblained for 50 and lOO pg
L’ Se sotutions contaicíng no mats-ix isncs-teresn. Titis value was
ubíained witit a 40 cm lesigth of íubiog (0.5 mm id,) betwecn tite
injeclion valve and the nebuliser. Differesit dispersivos of Ihe El
system were obíaisied by changing tite leoglit of tubing (0.5 mm
j.d.) from 40 cm uy 100 asid 250 cm. resulting io dispersions of 16.4
and 28, respectjvcly.
Tite operating concijíjosis used are sumniarized in Tabie 1.
Reagenis aná Standard
• Seleniun, slock síasidas-d soluijos, (1000 aig L’) was prepared
from sodium selenite (Se’~) pttrchased frum Aidricit <Milwaukee,
WI, USA).
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Table 1.- ls-¡stnamental operatíng parameters.
Eorward powes- 1351) W
Reblected power 5.8 W
Cuolaní flow rate 14.0 L miii’
Auxiliarv fluw rare 0.9 L mit,>
Nebuliser pressure 30.1 Psi
Tos-ch pusjí~on relative lo site load coil 4 mm
Samples- cune orífice 1 mm
Skis-nnier cune orifice <1.7 mm
Nebuliser type Meinhas-d concentrie glass
Nebulrser liquid upíake ¡.0 mL mit,’
Sprax chambes- lemperatíre 8
Flosv rale FI sysíem 1 .1) mL miii ¡
Injecíed vulíme IGl) pL
• Wos-king selenium slandards (50 and lOO gg LI wes-e oblained by
dilution of lite stock solution wiíh de-ionizcd Mi!!i-Q water
tMillipos-e. Bedfos-d. MA. USA<.
• Solitions containing tite maírix eleníení were prepas-ed bv disso¡-
ving salís uf ions <nitrales os- ammonium salís) <Merck) at con-
cenlralions of ¡ xiO’ mg L-’ excepí baruum nitrate sohution. wit¡ch
was prepared al a concentration ob2xltt mg U’.
• Sulutions uf apps-upriaíe wus-king concenlrasions of lite salís were
prepas-ed by dituting tite srock soluíions and titen spiking wilh
selenium scock standard so as lo cuníain a final Se cuncentrasion
of 50 pg L’ os- lOO pg L-’. Tite seleniun, standard in dístilled wates-
was prepas-ed al cite same conceusration>
1-’ ,w<cdu re
Tite interfes-ení effecís un tite seieniusr, signal wes-e compared fos-
two sarnple inís-uduction metitucis: cumiuuuus nebulizatiun aoci
fiow injectiun.
Tite seleniím un signal lo each sample solítion wasdetermined
bv moo~toriog uf “Se. “Se and aSe, For eacit indjvjdua¡ mb jun
monilvs-ing, in tite lime mude. fus- tite twu sample jntrvduction mcl-
hods. a dwell time uf 600 ms arsd 999 puisíts per peak wasised, The
reponed valíes are tite aves-age uf five measuremenis tos- each iso-
tope.
Tu cunfirm thaI tite matrix cifecí is dependení un tite absolote
umuunt of rsiaís-ix elemení in dic plasma. tite síudy was carrjed uul
los- twu selenuum concenrat¡ons (50 and lOO gg Li.
Tite maírix citen. expressed as ‘Relative Signal <cliv was cal-
cuialed as tite ratjo uf the selenio, signal in ¡he presence of the
maírix tu thaI o Ihe absence of maírix. aud expresscd as a percen-
tage.
C&-mtinuous Nebulization (CN) procedas-e
Sulutiusis cuntaioung cadí cuocomitaní elemern and armalyte were
nebulized tos- at leasí lO minutes uotjl aítaining a stable sigua! it,
time. These analylica! signais wes-e cunlinuously cosiupas-ed witit
thaI of tite analyte alosie. in os-des-tu accuisir for instrumental drjft.
lo additiosi, a blaok sulution of HNO, 2%(v/v) was introduced lo
ensure dmní lites-e was no memos-y efíectí,
The maximum concomjíant elemení cuncentratjon evaluated jn
CN was citosen lo ensure thaI tite TOS cuotent was lower titan 2%
(w/v).
Fluí, Injes-íic”s (FI) p~ace¿h¡n
Tite suluíions were iniecíed iii tite EL sysíem. wiíh continual mea-
suremení uf analyse sigua! in lite presence aid absence of cuneo-
níitani elemenís, These iniections were spaced al casI 6<) seconds
lo gíve lite signal sime so relís-n so che baseline. Tite Is-ansicos sse-
nals wes-e measured o les-ms of peak as-ea,
Tite experimental procedíre adopted effectively eliminated anv
bias in lite s-esulss duelo nebuliser at,d cune blockage.
Results and D¡scussion
Prelirninarv siud=’of seleniuní isotopes
It Ls weIl established thaI selenluin determinatioo bv
IGF-MS is impaired by twu factovs: Ihe Juw degs-ee of
iuoizatiun. abouí 30t/c [13.14]. and the peaks of tite
must relevaní selesiuím isotupes overlap thuse of pul-
yatomic losis derived from argun. The mosí abíndaní
Se isotope with m/z 80 (isotopie abundance
49.82%) suffers severe isiterfes-esice fs-om the dimes- of
as-gosa (tAr2~) ¡15.16]. makisig it siecessary tu use a Iess
abuodaní isocope. Ihe siexí isutupe iii abundance. with
m/z = 78 (isutopic abíndasice = 23.52%), is rejected by
mosí of researches-s because of Ihe iníes-ference from
anoíher dimes- of argun (
4<’Ar3tAr). and the most widely
used isolupe is 525e (isutupic abusidance = 9.19%),
wiíh the consequent luss uf sensitivity.
lo ps-evioís wvs-ks [17.18] we used Ihe 785e isutope.
buí in this stídv we have used the íhree Se isotopes. Wc
evaluated the signal-to-noise ratio for the three musí
commosi!y used selenium isotopes as a fusiction uf
nebuliser pressure at a fos-ward powes- of 1350 W,
Figus-e 1 shuws thaI the besí signal-to-noise rallo is
obtaioed al an aes-osol flow-rate uf 0.98 L mm’ (30.1
Fsi) fos- the ths-ee selenium isotopes, which was used lo
35.
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Figure 1. Variation lo signal-to-noise ralio bus- 50 pg L-’ seleniun,
wiQí sxebulizaíion pressure.
further experiments. The 7~Se isotope shows the best
ratio values jo alí cases. due tu the low isotupic abun-
dance of 35Ar (aboil 0.06%), which gives rise tu a ven’
slight increase iii backgrouod.
Election of com:onntonts
Isi Ihis intes-ferení síudy un seleoium. we munituved Ihe
ths-ee isutopes mentiuned aboye. and Ihere were no sig-
nifícaní differences al ILe 95% cuofidence level belwe-
en their Relative Signals (%). This shuws thaI tite cosi-
comitaní elernenís sludied do nul produce spectral
iníerfes-esices. The average resulís represeníed for Ihe
Ibree isotupes in alí jotes-ference síudies are included.
Wc previuusiy evaluated ILe effecí of nitrale un the
seleniuni sigoal. by additiosi of ammoniurn nitrate salí
tu Ihe staodavd aqueous sample. As chloride produces
specíral iníerfes-esice with ‘Se. we siever used aoy salt
cuníaining this anion for Ihe isiterference study. As
shown iii TaiMe 2. tite presence of NO< os- NI-I$ bat) sio
Table 2.- inlerfes-ení efttcí of severa) vos un
ION (SALT) lev l.P(eVI %TDS(wlv) mg L C.N. (% R.S.) FI (% R.S.í
selenium signal (50 pg L ‘ Se), Resuil’. expressed in RehOye Signal (9k.
NH
4~ (NH4NO,í
NO, (NH,NOí
504 <(NH4ySO4>
Pu.» t<NH4),P04)
Na~ INaNO.)
Mg> (Mg(NO,),j
(KNO)
Ca’ (Ca(NO,),)
Al> (AI(NO)3)
Cr~ (Cs-(NO;)3)
Ea> (Ba(N03)2)
5.16
7.63
4.33
6.11
5.98
6.76
5.20
0.38
0.76
0.71
¡.43
0.34
0.69
0.36
0.72
0,09
0.18
0.37
0.92
¡.85
0.15
0.31)
0.61
¡.52
3,05
0,06
0.13
0.26
0.56
1 .30
0.1<)
0.20
0.41
1.02
2.05
0.19
0.39
0.79
¡.97
3.95
0.11
0.22
0.45
0.91
1.83
3.66
0.02
0.04
0.09
0.19
0.47
0.95
1.90
2.85
98 ± 2
101 ±3
¡00±¡
99 ± 2
101 ± ¡
82 ± S
63 ±3
41±5
¡00 + 2
87 ± 3
70 ± 5
47 ±4
98 ± 3
77±4
67 ± 3
38 ±4
¡02±3
75 ±4
60 ± 3
29 ±4
99 ±3
72 ±3
59 ±4
32 ± 3
99 ± 3
89 ± 2
57 ±4
36 ±4
‘7±3
99 ±2
6! ±3
27 ±3
5±3
250).)
5(100
250<1
5000
250<)
500(1
2500
51)0<)
250
500
¡000
25(1(1
5000
250
500
1000
251)0
5000
25<)
51)1)
000
2500
5000
250
500
¡000
2500
5000
250
500
1000
2500
5000
250
500
¡000
2(X)0
4000
8000
50
250
500
1000
2500
5000
10000
15000
1 (111 ± 3
97 ±3
100±2
98 ± 3
¡1)0±2
99 ± 2
¡02±3
¡1)0 ±4
99 ± 3
98 ± 3
70 ± 4
58 ±6
37 ± S
98 ± 3
98 ± 2
77 -.- 2
SS ± 3
35 ±4
97 ± 3
98 ± 3
75 ±4
59 ±S
33 ±4
97 ± 3
99 ± 2
78 ± 3
50 ±4
27 ± 5
98 ± 3
¡00 ± 2
75 ±4
58 ±4
33 ±4
98 ± 2
100±2
73 ± 3
47 ± 3
27 ±4
¡4±4
100±3
98 ± 2
79 ± 3
55 ±4
49 ± 3
37 ±4
31 ±3
26 ± 3
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effect vn ihe relative signal for Se unúl dic maximum
concentratiun level tested (2500 mg L’ in GN ant) 5000
mg L-1 in FI). Thus, we chose nitrate salts or ammo-
nium salís fur firther evaluation of catiun and anion
soterfereoces.
Easily iunizable élemenís such as Na. K ant) Ea
(firsí jonization putential < 5.2 eV) and elements with
greates- ivnizatiun putential such as Al. Gr. Ga and Mg
(5.2 < ler 1.P.< 7.8 eV> wes-e choseo fos- this interfe-
vence study. Titese analyíes cuyes- a wide mass range
fvom m/z 20 tu 140 lo evaluate the possible “mass
depeodent effect”. as it was labelled Ii>’ several invesíl-
gators of non-spectral interferences [8-10]. The effect
of concumitasits was evaluated hy usisig both GN and
FI mudes.
interference ejfi.’ct using cont¡nuous nebulization
niode (CN)
Aiíhough 1kw effect of easi]y jonizabie elemenís un the
abiliíy of Ihe plasma tu efficiently iunize elements has
beesi studied previously [19]. tites-e is no agreemení
abvut their influence. lo Ihe ps-esersí wus-k we ubses-ved
unly a depression of dic Se analytical signal when dic
callosas mentiusied aboye wes-e added under uptimum
instrumental cusiditions.
In cuntinnuis nebilizaíiusi mude, the depressuv
effecí un the selenium signal appeas-s ata cuncentration
uf 500 mg L- fus- Na. K, La. Mg, Al and Gv, while 250
mg L’ of Ea síffices tu pvuduce an equivalení attenua-
tion uf the sigoal.
Figus-e 2 shows the effecí uf the elemenís with ihe
Jvwesr lonization potentinis (IP <5.2 eV) un tkw sele-
nium signal ant) Figure 3 presents the effect of ele-
ments with IP frum 5.2 tu 7.8 eV. In tese figures te
unes “1” asid “II” as-e refereed tu the GN sample miro-
ductivo mude fus- selesiium concentratiuns of 50 ant)
100 ~igL-1 respeetively. It can be seen fs-om these figu-
res thai the behaviosar al te two Se cuncentration
leveis is fairly similar. which is in guod ags-eement
with the results obtained by other researches-s [2] who
reponed thaI dic stresigth uf the matrix effect depends
un tite absolute amuunt of maírix element present, and
not un the relative amount uf matnix element tu analy-
te.
Frvm te resulis piotted in Figures 2 ant) 3, it can be
observed ihat Ba (Fig. 2) causes tite greatest depressor
effect vn the analyte signal, while Mg (Figure 3) ant) Na
(Figure 2) have tite weakest interferent effects. Table 2
shows tite strength of the iníerferent effect un ihe Se sig-
nal at eaeh cuncumitant element cuncentration.
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Figure 2. Matrix effecí un Se signal produced by elemenís wilh IP
< 5.2 eV. (Na: K; Ha). using tite CN (1: 50 aod II: lOO ~.sgL’ Se)
and FI (III: 50 ~sgL1 asid IV: lOO ¡sg L’ Se) sampie intruductiun
meíhods.
In order tu clarify tite influenee of tite matnix ele-
ment’s mass vn the selenium signal, we plotted the
resulís ubíained againsí tite molar concenis-ation uf the
interferent elements added (Figure 4a) fus- tite GN met-
hud. Tite resulting relative signals are the aves-age of
tite results ubtained for tite titree selenium isutupes al
tite twu selenium conceníratiosis mentiuned aboye. Isi
ags-eement with several workes-s reporis [8-10], Figure
4a shows thai tite strength of the interference depends
un tite interferení’s mass, in tite following os-den:
Ba>Cr>Ca=K>AI>Mg=Na.
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Figure 3. Mats-ix effect on Se signal of elemet,ts with 5.2<l.P<7.8 eV. (Mg: Ca: Al: Cr>. using Ihe CN U: 50 pg L and II: ¡00 pg L’ Se<
aid FI 111: St> pg L> and IV: 100 pg L1 Se) sampie inís-oduction meshods.
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Figure 4. Relative signal for 50 pg L seleojuso witit molar coocenlratjuo ob intes-ferení cations us¡sig a: CN aod it: FI sample introducíjon
method.
The resutts given in Table 2 show that the sts-ength uf
interference does not depend un jonization potential,
and furthermore that matrix elements with different
¡unization putentials but similar masses cause similar
interferení effects.
We also evaluated the effect uf anions othes- thars
NO,’. ant) observed that the presesice of SO¿ or
at the highest concentration level tested (2500 mg L1
fur GN and 5000 mg L1 for FI) does not produce any
interference (see Table 2).
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irnerference effect using ihe flow injechon mode (FI)
Several methuds have been propused tu reduce non-
spectroscopic interferences in ILE-MS [2,20]. Included
among them is FI, whieh is a versatile sampíing tuol
able tu reduce matrix-inducet) interferences and has the
added advaníage that much less sample than in conti-
siuuus nebulizatiosi is introduced in the system, su the
sampling orifíce is less likely tu clog. Fos- this reasun
we extended the range uf interferent concentrations
with respect to that used in the CN method.
Lines “III” ant) “IV” in Figures 2 ant) 3 shuw the
effect uf the elements evaluated fur the FI sample miro-
ductiun methot) at the 50 asid 100 ~igU’ seienium con-
centratioris. respectíveiy.
In the flow injectiun mode, ihe t)eps-essus- effect un
the selenium signal appears at a concentration of 1000
mg L’ for Na, K, Ca, Mg, Al ant) Gr ant) at a concen-
tratiun of 500 mg L-’ for Ba. Barium (Figure 2) ant)
Magnesium (Figure 3) cause te greatest ant) ihe wea-
kesr depressor effect un te selenium signa] respecri-
vely, as in the CN method, with a reductiun in ihe inter-
ference level.
As in the CN studies, there were no signifscant t)if-
ferences between the effects of the twu Se cuncentra-
tiuns tested.
Figure 4b plots te seleniurn relative signals against
tite molar concentration of the interferent elements
added for the FI methud. Tite resulis are similar tu
titose obíained iii the GN metitod with ihe cunsequení
reduction in ihe interferences, ihus demonstratíng te
same mass dependence.
The FI curves clearly slrnw a significant reduction in
interference Jevel for a]] eleinents tested. Sorne authors
[2,10] prupused aeorrelatioo between dispersion of the
sample in tite FI system and sample dilution. The cifecí
of FI system dispes-sion un iLeSO pg L-1 selenium sig-
sial was studied in the presence of 2500 mg L1 of Mg,
Ca ant) Cv ant) the results are shuwn in Table 3. When
the dispersion is increased, the effect uf each interfe-
vent element gradually diminishes. Ihis fact presents a
currelation with the measurement in the CN meihod
when the samples were diluied by facíurs of 16 ant) 28.
However, la spite of titis correlatiun between the isicre-
ase uf the dispersiun uf tite FI sysíem ant) tite dilutiun
of the sample, it is imporiant tu emphasize the advan-
tages uf iLe flow injectiun. Fis-st, because less manipí-
lation of the sample is required, ant) secund because ín
iLe FI metitod less amouní uf sample againsí the conti-
nuous nebulizatiosi is introduced. which guas-antees sta-
ble performance uf the instrumeal fur a long time.
The resílts reponed show thaI it is possible tu elimina-
te or cos-rect the matrix interferení effects by increasing
ILe FI system dispersiun. with the cunsequent sacrifice
of sensílívstv.
Influence of Instrumental Parameters vn Matr¡x
Interferences
Sume workers Lave showo ihe extent tu which the pias-
ma opes-aíing parametes-s affect the analyte signals
[8,9].Nebuliser gas fluw rate ant) the s-f forwart) are the
two musí imporiant parameters. Ihe elements chusen
fur titese studies were Mg, Ba ant) Gr (1000 mg L’),
which have different lonization poíentials ant) mass.
The uther parameíers were heId cunstant la each study.
Nebuliser gasflow-rate
Figure 5 shuws ILe influence uf nebuliser gas fluw rate
un selenium counts isi iLe absence ant) presence of
interferení elemenis. Varyisig ibis pararneter produces
different effects ranging from suppressiun tu enhance-
ment of the analytical signal, the changes being depen-
dení un tite element evaluated.
Magnesium causes a 30-40% reduction at flow
rates of 0.87 tu 0.98 L mis-y5. Howeves-, a substantial
enhaneement of tite selenium signal is achieved at
125000
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Table 3.- Síudy of Ihe efíecí of FI system dispersivo vn seíenium
sigua! (50 sg L’ Se) jo lite ps-escoce of 2500 ¡ng L’ Mg, Ca asid
Cr. Resulís exprcssed it, Reíatjve Signal (%).
ION D=í.5 0=16.4 0=28.0
Mg> 57±3 80±4 ¡09±3
Ca> 52±3 104±3 110±4
45±3 85±4 107±4
75000
50000
25000
Figure 5. Effecí of siebuliser gas flow vate on 25 ¡sg L’ selesiuum
sigsiai in tite absesice asid preseoce of 1000 mg L’ Mg, Ba os-Gr.
o
0.65 0.90 0.95 ‘.00 tos
N.bub.r Ga. FIow RU• (L mni,C’!
hgher f]ow rates, being maximum at 1.03 L mm-5.
AltLougL al 1.08 L min-~ the isiterferení effect secms
tu be elimisiated. unfurtusiately at titis flow rate litere
ís a subsíasitial loss of seositivilv, Bariím has die gre-
atesí depressor effect un te selenium signal aí flow
rates beluw loo L mio. The depressor effect gives
wav tu enhancemeíií al high flow raes. lo tite case of
Gr. <he flow rate influesice is practically <he uppusite
tu tite eflecí produced by Ba: furtitermore. cohance-
mení effects were siol siuted al ar¡y fiuw vate tested.
¡jforward povt’er
Re unfluence uf rf puwer un te seleniuna counts exhi-
bits a similar patíero when tite analvte Es sneasus-ed isi
tite ps-escoce of Mg os- Gr. witule jo presesice of Ba the
behaviur is significantly diffes-eot (Figure 6).
Magnesium or Ghromium urigunates a deps-essor effecí
un tite Se signal lo tite rf power range tesíed. The maxi-
mum asialyíe signal was noted at 1350W rf power. buí
in iLe presence uf Ba ILe analyte signal was practical!v
suppressed at ihis rf power value. with enhancemení
uccurring at rf puwers beluw 1150 W.
The iníerferesil effecís vas-jet) depending 00 tite expe-
risnesital conditioos used. lo sume cases lLeve was a
change frum suppressioo tu enhancemení of ILe signa!.
Titis cuuld explain the cunflicíung data that appears in
11w literature. Titere are no experimeotal cuoditions
thai casi be recummended tu avuid the matrix interfe-
vences, because ILe changes varied dependiog un the
concomitaots síudied. Ihus. it Es oecessary tu wurk al
uptimum analyte uperatung cunditions. It is probable
thai LLes-e are several diffevent mechanisms, each of
which dorninates mdci different experimental eondi-
o
o
(0
Imuos. su any stídy musí be carnet) uní usider carefullv
cositrulled uperating cunditions.
Ag secmn enr viris dic propused niechan isnis
Severa] íLeos-les have Leen proposed tu explain tite
infloence of mas-Es clements un the asialytica! signal jo
IGP-MS 121. 11w musí common <heories include: iLe
total cuníributiun tu tite electrun densities lo tite pias-
rna bv ionizaíion of Ihe elemenís fvom lite salt [19.21 1:
changing aerosol Is-asispurí efbiciesiey al Ligh total dEs-
solved solid cosilení 11.191. ant) space charge efíccís
within tite skirnmcr 223.
Frum tite resulís iii TaÑe 2, it can be seco íhat tites-e
15 00 agreemení between lite isiuerferení cffect ant) <he
lunization puíeoíials of tite cusicomitanís sIudied. Tite
elenicoís Na ant) Mg. witich itave ves-y diffcs-ent uniza-
íioo potesitial valíes, produce similar isiterfereol
cifecís. Tites-efore. we conclude thaI te jonizatiun of
tese elemenís does nol contribule tu ILe electrun den-
sity in tite plasma. Titis agrees witit tite titeoretical cal-
culatiuns repurted bv Cilísun et al. 1221. witich suggest
that tite pvoportiosi of josis asid electrusis coníribíted by
eveo a las-ge amonní of maírix is small cumpared with
tite vast excess coníributed Lv Ar ant) nebulized wayer
mulecules in tite plasma.
On tite utiter itand, 1000 mg L-1 Ea causes tite grea-
íest interferení effect witit a low tota] djssulvet) solid
cusitent (0.19%). while Al with a itigites- TDS cunteol
(1.97%) causes a lowes- isiterferesit cffect. Fur titEs rea-
son, citanges jo tite aerosol ís-asisport effíciesicy al high
TOS cositení Lave no discernible unfluence.
In tite presení wurk. Wc noted a mass dependence
cifecí (Figure 4) whieh agrees with the theory uf space
charge cifecís io tite ion beam.
Conch¡s¡ons
Ous- study fuund no signifícaní differences between thc
interference effect at the twu Se cuncentraíions tesíed.
ILe exíesil uf iLe nnaírix effccí depends un tite absolu-
te amumní of matrix elemení presení. ant un tite relati-
ve amuunt uf matnix element tu analyíe.
In the cositinuous siebulizatiusi methud, the depressor
effect vn tite seleniurn signal appeas-s at a cuncentratiosi
of 500 mg L< for Na, K. Ca, Mg, Al ant) Gr, while 250
mg L-5 of Ea suifíces tu produce signal atteouatiusi.
Tite FI curves elearly situw a significaní reductiun lo
tite interference by aH the elemeots studied. lo tite flow
O
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Figure 6. Fifecí of st fos-ward puwes- on 25 pg L> se¡enjum signal
is, lite absence asid preseoce of 1000 mg L~ Mg. Ba os- Cr.
Evaluatjon of nun-specíroscopic matriz interfereol effet un Se signal in ¡GP-MS by CN asid FI 289
injection metitud. tite depressus- effect un tite selenium
signal appears at a concentratiun uf 1000 mg L” fus-
Na. K. Ca. Mg. Al ant) Cs- ant) ata conceníratiun uf 500
mg L1 fur Ba. WLen tite FI system dispersiun was
increased, tite effecí uf each interfes-ent elemesil gra-
duallv diminisited. It was possible tu correct tite matrix
iníerferent effects by increasing tite FI system disper-
sion. buí wiíh tite respective sacrifice in sensitivily.
Tite strengíb of tite intes-fes-esil effect depends un
tite mass uf tite interferent, tite urdes- being
Ba=.Gs-=’Ga=K>AI>Mg=Nafor botit tite CN and FI
methods.
Tite interferent effecí depended un tite concomitanís
mass ant) no agreemení was fuusid witit tite its juniza-
tion energy or wirit lite TDS contení. Space citarge
effecís 00 tite ion beam mas derive from titis mass
dependence of interferenee.
Gitanges ¡o tite experimental cunditions. sucit as
nebuuiser gas f)uw vate ant) rf forward power, afíecí tite
inierfes-ence asid are Ligitly dependení un tite elemenís
tested. We did siut fsnd experimental eunditioos titat
cuuld be recummesided tu avuid tite mats-ix interfes-en-
ces, it beiog preferable tu wurk at optimum aoalyte
operatiog cunditiuns. Fluw Injectiusi proved tu be a
puwerful tecitnique tu oves-come matrix unduced signal
suppression io IGP-MS.
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Articulo 4
DETERMINATION OF SELENIUM SPECIES IN HUMAN URINE BY HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHIIOMATOGRAPHY AND INDUCTIVELY
COUPLED PLASMA MASS SPECTROMETRY.
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Abstract
A method developed to determine organie and inorganic selenium species in human
urine samples is presented in detall. After a simple sample treatment based cm
elimination of non-charged organic compounds, seíenium species were separated by
high performance liquid chromatography (HiPLC) on a Spherisorb 5 ODS/AMINO
column using two different chromatographic conditions: phosphate buffers at pH 2.8
and pH 6.0. Detection was carried out using an on-line inductively coupíed píasma mass
spectrometer (ICP-MS). Trimethylselenonium ion and twa unknown selenium species
in urine samples were found. Selenium species were shown to have stability problems,
with the maximum allawed storage time ofano week.
* Cos-responding autiten Phone 913944222, fax 913944329,e-mail carreras@eucmax.sim.ucm.es
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1. Introduction
Seleniurn has been recognised as an essential trace element, based on its presence as a
structural component of te enzyme glutathione peroxidase [1]. This element has a
complex impact on man ami animais depending on te concentration and te chemical
form in which it is present [2]. However, the diflerence between the necessary daily
intake ami te toxic dose is narrow.
Seleniurn exists in rnany different chemical forms in the environment and in biota.
The inorganie species selenite and selenate are very important in the biochernical cyclc
of selenium. Seleno-amino acids take pan lii te biological selenium cycle and are
incorporated into proteins [1,21:selenomethionine (SeMet) is used as selenium
supplements for man ami animais and has been found iii plants, selenocysteine is pan of
the active site of the enzyrne gíutathione peroxidase. The trimethyíselenonium ion
(TMSe~) is known to be a detoxified form of other more toxie selenium compounds
[3,5]. The relationship between TMSe~ ¿md other selenium compounds, such as
selenocysteine, is not yet clear, though excess amounts ofselenornethionine and several
other amino acid derives administered to rats were shown to be metabolised to
trimethyíselenonium [4].
Detailed information conceming analytical methods for speciation of selenium will
be found in sorne reviews [5-8]. Unfortunately, applications of selenium speciation
techniques to real samples is searce.
Urinary selenium concentration is used as an indicator of selenium status. Sorne
articles have been published reporting clinical studies of the total selenium
concentrations in biological fluids [5,9].In human urine, amounts betxveen 20-
200 ~xg/dayre considered as normal excretion, but knowledge ofthe total concentration
2
gives only poor information.
A few studies of analytical methods for determining selenium species in urine
samples have been reponed, most of them were performed on spiked urine samples [10-
12]. A knowledge of the chemical form and concentration of selenium iii urine is of
snterest; however, reports on the identification of Se species in urine are contradictor>’.
TMSe~ has been identified as an important selenium metabolite in urine, ranging from
10 to 70% of total selenium [2,16], while other studies detected a major inorganic
contribution [13-15].
Blotcky et al. found that TMSe~ made up about 30% of total selenium in urine for a
normal diet, ¿md that the excretion level increased when te diet was supplemented by
selenium-containing vitamins [16]. TMSe~ was determined using a polystyrene column
packed with cation exchange resin ¿md neutron activation detection.
Yang et al. determined TMSe~, selenite and selenate in urine samples by ion-pairing
chromatography coupled to ICP-MS wíth uítrasonic nebulization [14].They found a
major selenite contribution (between 100 ¿md 400 pg U’), while TMSe~ was detected in
a few samples at a level of 10 gg U1.
Fodor ¿md Barnes differentiated selenate and selenite in urine samples using different
pH-values for complexation with a poly(dithiocarbamate) resin. Analysis of the urine of
eleven healthy persons showed that te average selenite content (8.6 ~.igL~1) was about
three times higher tan te selenate concentration (3.1 ~±gU1) [15].
Other peaks present in chromatograms of urine samples were considered to be
possible seleno-amino acids. Muñoz Olivas et al differentiated selenocystine (SeCys),
selenomethionine ¿md trñnethylselenonium ion by ion-pairing chromatography ¿md ICP-
MS detection [17]. They found a principal peak attributed to SeCys, without any
presence ofTMSe~. No quantification was possible dueto the overlapping ofpeaks.
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Sample coinplexity makes it necessary tu deal with sample storage and stability
problems. Sorne studies have been carried out un the stability of selenium species in
aqucous solution [18,19].The best storage conditions for organic selenium species in
aqueous solution, were found tu be Pyrex containers at 4 0C and 20 0C in the dark
[19].Thc authors observed excellent stability of TMSe~, SeCys and SeMet for three
months under ah conditions studied. lnorganic species in aqueous solution are stable for
twelve months iii polyethylene ¿md PTFE containers at -20 s-’C, and in tese conditions it
is not necessary tu acidify the samples [18]. In biological fluids, the sampling ¿md
storage conditions ma>’ differ due tu the presence of te matrix. In contrast tu most
elements, selenium sampling ¿md storage are essentially free from contamination
problems, but selenium species stability is a problem tu be considered. At ambient
temperature, bacterial growth Úansfonns urea into ammonia, causing an allcaline mine.
pH changes can affect urine composition [20]. Alaejos et al. reponed no losses of Se
when urine samples are stored at 4 0C in polyethylene bottles for 12 hours [5), but te
study determined total selenium witout nionitoring transformation of species.
The aim of this work is tu present a sensitive method for determination of seleniuna
species in human urine samples ¿md tu describe a sample treatrnent that obviates
immediate analysis. The analytical developments presented complete te method
proposed by us for the simultaneous separation of SeCys, SeMet, selenite ¿md selenate
by HiPLC with ICP-MS detection [21]. For the application of this method tu human
urine samples, we included two more selenium species: TMSe~ ¿md selenoethionme
(SeEt).
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2. Experimental
2.1. Apparatus
The chromatographic system used consisted of a Milton Roy CM4000 HPLC pump
with a Milton Roy six-port sample injection valve fitted with a 100 ¡aL íoop (Milton
Roy LDC Division, Riviera Beach, Florida, U.S.A.). Separations were performed on a
Spherisorb ODS (octadecyl silica)/AMINO 5-pm, 250 x 4.6 mm id. column
(Phenomenex, Torrance, CA, U.S.A.).
Detection was performed using an ICP-MS instmment, VG Instrument PQ3 (Ihermo
Instrutnents, Uxbridge, Middlesex, UK). Ihe PQ3 was first optimised separately from
te chromatographic system, for nebulizer gas flow rate, ion lens voltages, quadrupole
resolution and pole blas, using a standard solution containing elements spanning te
mass range ftom betyllium to uranium at concentratíons of 10 ~xgL1. The optimísation
was also performed using a 20 ¡xg L-1 standard selenium solution.
The chromatographíc system was ten coupled to te ICP-MS instrument by 20 cm of
poly(tetrafluoroethylene) capillar>’ tubing (0.5 mm id.) from te colunin outlet to te
ínlet ofte standard Meinhard nebulizer.
During te HPLC-ICP-MS nms only m/z=82 was monitored. ‘[he conditions used are
suniniarised lii Table 1. Total selenium concentration was performed by flow injection,
using te same system without art analytical colunin ¿md employing 2% HNO
3 as carrier
solution.
Bond Elut C18 cartridges (3.0 miL ¿md 500 mg) from Varian (CA, USA) were used to
remove the organic matrix froni urine saniples ¿md Millipore 0.45-jan nylon filters
(Bedford, MA, USA) to filter alí HPLC solutions.
5
2.2. Reagents and Standards
Selenium stock standard solutions (10 mg U1 of Se) were prepared by dissoíving te
appropriate amount in ultra-pure Milhi-Q water (Millipore). Inorganic selenium
solutions were obtained by dissolving sodiuni selenate and sodium selenite (Merck,
Darmstadt. German>’), setenocystine (SeCys), selenomethionine (SeMet) and
selenoetionine (SeEt) purchased ftom Sigma Chemical, (St. Louis, MO, USA).
Trimethylselenonium chioride was synthesised in oir laboratory following the
procedure ofPaliner et al. [22]. Stock solutions were stored in te dark at 4 0C. Working
standards were obtained daily.
‘[he eluents ¡¿sed for separations were 3.5 and 71) mmol dm3 phosphate buifer at
pH==6.0 (both concentrations) and 5.0 nimol dm-3 phosphate buffet at pH2.8. Solutions
were prepared by mixing separately prepared sohitions of Na
2HPO4 ¿md 1431>04
(Panreac, Barcelona, Spain) until te desired pH was reached.
Methanol, HPLC grade, was purchased from Scharlau (Barcelona, Spain).
Ml solutions ¡¿sed were filtered through a 0.45-pm nylon filter and de-gassed before
use.
2.3. Procedure
Separation and detennination ofseleniun species iii urine samples
Selenium species were separated by HPLC using two different sets of chromatographic
conditions:
Chromatographic separation oforganic selenium standard solutions (TMSe~, SeCys,
SeMet and SeEt) was performed by injecting solutions containing te four compounds
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onto te colunan ¿md eluting with 5.0 mmol dm-3 phosphate buifer at pH’2.8, at flow
rate of 1.0 mL niixr1.
Chromatographic separation of organic and inorganie seleniuni standards solutions
(TMSe~, SeCys, SeMet, SeEt, selenite aud selenate) was carried out by elution wit 3.5
mmol dm-3 phosphate buifer at pH6.O. Aher 7 minutes, te eluent concentration was
changed to 7.0 mniol dm-3 at pHó.0, by applying a linear concentration gradicnt over a
1 minute period. The flow rate was 1.0 mL min~.
Human urine samples (4 mL) were processed in a vacuum manifold system by
passage through Bond-Elut C
18 cartridges previously conditioned with 5 mL of
methanol followed by 5 mL ofMilli-Q water. The cartridge was washed with 5 mL of
3.5 mino] dnV
3 pbosphate buifer at pH 6.0. ‘[he eluate was diluted to 10 mL with
MiIli-Q water, resulting in a 2/5 dilution ofte sample.
Detection of te eluted selenium species was carried out by the ICP-MS using te
operating conditions gi’ven iii Table 1. The ana]ytical peaks obtained were evaluated by
peak aiea measurements.
Design of ti-se stability study
The storage containers used for te stability test were 10 mL vials of polyetylene
¿md Pyrex. Vials were previously washed and innnersed iii a 10% Lfl’403 bath for 24
hours and rinsed wit Milli-Q water several times before use.
Different aliquots of mi urine sample were processed as it
them were mixed and splited hito vials and maintained fi,
Storage flasks were sealed with paraffm paper.
A total often vials was prepared for storage under each experimental condition. In order
to determine te reference signal values (SRef), two different vials taken randomly from
is aboye
te dark
indicated. AII of
at -18 ¿md 4 oc.
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each series were analysed inunediatel>’ aher sample preparation. Measuremenís for te
stability study were made aher 1, 7, 14 ¿md 28 days.
3. Results sod Discussion
3.1. Analyttcal Performance
In previous work, we evaluated chromatographic parameters such as mobile phase pH
and concentration for SeCys, SeMet, selenite ¿md selenate separation, ¿md found that te
best working conditions were achieved using a phosphate concentiration gradiení ftom
3.5 lo 7.0 mmol dnf3 al PH 6.0 [21]. High resolution was oblained in organic selenium
species separation al pH==2.8, buí inorganic selenium species did nol elute below PH 6.
Selenium species separalion over a pH gradiení from 2.8 lo 6.0 was nol feasible, due lo
te Long time required for te colunin equilibrium.
As there is considerable controversy over te selenium species presení in trine
samples, Ihis study included two more selenium species in addition lo Ihe four aboye
mentioned: SeEI and TMSe~. The latter necessarily had to be included because most
authors agree tat it is presení lii tis kind of saniples [2, 14, 16].
Table 2 Iists 11w chromatographic parameters for Ihe six seleniuni species mentioned
aboye. The mobile phase PH exerts little influence on SeEl retention, as occurs wiíh
other amino acids (SeC>’s ¿md SeMet). TMSe~ elutes in te dead volume al low pH, but
its retention time increases when pH is increased, possibly due to interaction with
deprotonated silanol groups (Si-0) in te stationary phase. ‘[he capacity factor (k’) for
Ihe íwo selenium species studied was independení of buffet concentration, and only
inorganie selenium apecies were aflected by ibis parameter [21].
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‘[he chromatogram of standard solutions at pH 2.8 is shown in Figure la. ‘[here is a
good separation between organic selenium species. The chromatogram at pH 6.0
(Fig. ib) shows that SeEt elutes between SeMet and selenite with a good resolution, but
that TMSe~ elutes close to SeCys. In conclusion, at pH6.O it is possible to obtain
separation of selenium species, but in the presence of TMSe~ it is necessary to carry out
the separation of organie selenium species at pH=2 .8. ‘[hese results suggest that both
chromatographic conditions (pH 6.0 ¿md pH 2.8) will have to be used in the speciation
of urine samples.
3.2. Urine Sample Analysis
3.2.1. Qualitafive analysts
Urine samples can be analysed by simple dilution, generally 1/5, in distilled water and
direct injection into the chromatographic colunin [14]. ‘[he proposed mediad was
applied to urine samples collected ftom three healthy subjects, alí having a normal diet.
In alí cases the chromatographic profiles were te same,
Urine chroniatogranis showed two peaks at pH2.8 (Fig. 2a) and three peaks at
pié6.O (Fig. 2b).
At pH6.0, the first peak elutes at 2.9 minutes; at ibis pH TMSe~ cannot be
diflerentiated ftom SeCys. This peak was identified as TMSe~ at pIzW2.8 because of the
increase iii its aiea when standard TMSe~ solutions were added, though it could be otber
cationie selenium species that also etuted iii te dead volume. ‘[he absence of SeCys
under this chromatographic condition was confirmed.
The second peak found in urine analysis eluted around 5.2 minutes at pH2.8 ¿md
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around 5.7 minutes at pH 6.0, between SeMet aud SeEt under both chromatographic pH
conditions. ‘[his peak cannot be attributed to any selenium species studied, because as
was proved by adding te other known selenium species. ‘[he retention time suggests
tat this selenium species could be a different seleno amino acid or a methylated fon
of selenomethionine. We will refer tu this selenium species as Uí.
‘[he tird peak found iii alí unine samples only eluted at pH~6.0 as aix inorganie
selenium species, and te retention time of 10.5 minutes was similar to that of selenite
elution; however, when selenite was added, it yielded a diflerení retention time. We wílI
refer to this selenium species as U2. A better resolution between diese two selenium
species was achieved using a 3.5 mmol dnV
3 mobile phase, witbout a concentration
gradient, because selenite is retarded at Ihis Iower buifer concentration. U
2 eluted close
to selenite, which could create conflhsion in its identification. The fact that this unknown
selenium species oní>’ elutes at pE-h6.0 suggests a strong negative charge on the
molecule.
As there was no evidence ofthe presence of SeCys, which overlapped with TMSe~ at
pH=6.O, and te unknown peaks (Uí ¿md U2) did not overlap, te selenium species in
tese urine samples can be analysed in a single chromatographic run.
3.2.2. Satnple treatment
Because of instability, the urine samples had to be stabilised to avoid the need fon
inimediate analysis. Sorne authors have added compounds such as toluene,
formaldehyde, hydrochloric acid, nitric acid ¿md others to prevent bacterial growth and
mininiise selenium adsorption Iosses [5]. However, tese additives can induce species
transformation and create interferences iii the instrumental detector ¡¿sed. Other authors
lo
describe complex rnethods of sample treatment based on protein precipitation and
selenium species preconcentration by evaporation to dryness and redissolution of te
residue in a reduced volume [12].
‘[o improve stability of ¡¿nne samples, we attempted to remove te organic matnix using
a simple treatment consisting ofphase solid extraction with C¡8 cartridges.
In te working pH range (2.8-6.0), alt the selenium species studied are charged.
Inorganic selenium species are present as USeO; and SeO$-, trimethylselenonium is a
cation and seleno amino acids (selenocystine, selenomethionine arid selenoetionine)
are present as zwitterions. As non-charged species are retained un C18 cartridges,
selenium species will be eluted and separated from the retained organic matrix.
However, it is possible that in the presence of urine rnatrix, sorne selenium species
could fon ion-pairs with a resulting change in teir behavicur.
Recover>’ from the C18 cartnidges was studied by addition of known amounts of
selenium standards to te urine sample. Aliquots of human urine (8 mL) were spiked
with 0.1 g¿g of each selenium standard, and hall’ of each aliquot was diluted dfrectly to
10 ml with Milli-Q water and te other halfwas processed through C>8 cartnidges. The
study was extended to te unknown selenium species present in the sample (U1 ami U2),
by comparing te results obtained aher clean-up step with tose obtained aher simple
dilution.
Recoveries were evaluated as the ratio of te selenium signal for processed samples
to that fon unprocessed samples. C18 cartnidges were washed wit Milli-Q water
(method 1) and with 3.5 ninial dril3 mobile phase at pH’6 (method 2). Table 3 shows
losses ofabout 30% for SeCys and SeEt using method 1, while method 2 provides good
recoveries for all selenium species. Losses of seleno amino acids and unlmown
selenium species could be attributed to a partial retention cm C
18 stationary phase. An
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increase of the eluent ionic strength produces aix improvement of recoveries. Thus, we
chose the method 2 for furtiher experinients.
3.2.3. Stability study
Selenium species stability un urine was evaluated by measuring te analytical peaks of
‘[MSe~, 13, ¿md 132. The addition of other selenium species, absent lix the original
sample, was avoided because it could cause chemical interaction with the selenium
species presení in ame.
Stability was calculated as te ratio between te mean signal obtained under te
different storage conditions (Sr) ¿md dic mean value taken as reference (SRef), exptessed
as a percentage (%R). Results are shown in Figure 3.
Severe losses of U¡ species appears aher only a week of storage in alí cases, except
in polyethylene vials maintained at 4 oc in which losses were detected aher two weeks
of storage. Ibis species tends to be lost with time in ah the storage conditions tested.
‘[MSe~ and U2 seeni to be more stable, but samples kept frozen at -is oc lix two storage
materials underwent a gradual loss.
Losses observed upon samples storage cannot be atitributed to species conversion,
because there are no new peaks un the sample chroniatograms. We did not observe te
appearance of any precipitate un samples that could adsorb tese compounds. Slightly
better results were obtained un polyethylene tan in Pyrex contauners, possibly due to
their better resistance to light and oxidising agents. ‘[he effect of temperature was
similar far te two materials tested. Losses of’[MSe~ and 132 species were more notable
at -18
0C ¿md, contrar>’ to expectatioris, better results were obtained at 4 “C. The possible
loss ofselenium through volatilisation hito DMSe is not niled out, however, it would be
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minimal at the storage temperatures used.
The results show that te best storage condition was in polyethylene vials at 4 0C. If
held in these storage conditioris and subjected to the sample treatment indicated, the
selenium species present un urine saniples remain stabíe for a week, avoiding the need
for imniediate analysis.
3.2.4. Quantitcztive anddysis
Total selenium content in urine samples was deterniined by flow injection ICP-MS,
using standard selenite solution. Previously we verified that therewere no differences lix
te selenium signal produced by te six selenium specíes studied. No appreciable matrix
effect was found at a sample dilution of 1110, as evidenced by te similar siopes of the
aqueous ¿md standard addition flow injection calibrations (Table 4). ‘[he total selenium
concentrations found in te three human urines analysed are shown in Table 5.
Table 4 shows te slopes obtained for te six selenium species in aqueous ¿md
standard addition HPLC calibrations. No significant differences were found at te 95%
confidence level ¿md, therefore, it was concluded tat tere is no matrix effect in species
quantification at te 1/5 saniple dilution used.
‘[he concentrations ofte two unknown selenium species (Uí and U
2) were estiimated as
selenium analyte, by calibration against te nearest neighbouring peak of a known
substance, which was SeMet for U1 ¿md selenite for 132. ‘Ube concentrations of different
species in tree human urines are shown lix Table 5.
There was an excellent recovery calculated by comparison of te sum of selenium
species concentration ¿md te total selenium fornid in urine. ‘[he recoveries were 95.0,
87.6 ¿md 90.5% for urine A, B ¿md C, respectively.
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The analytical characteristics in urine matrix were evaluated for the six selenium
compounds. The precision of the method was found tu be better tan 5%, ¿md detection
Iimits in urine niatrix was 0.05 ng using a lOO pL injection volume, shghtly worse tihan
for the aqueous standard (0.04 ng).
4. Conclusion
‘[hree different human urines were analysed. Qualitative urmne analysis showed the
presence of TMSe~ ¿md two unknown selenium peaks denoted U~ and U2, which were
present in al] urines. Based on its retention times and acidic nature, Uí could be a seleno
ammo acid or a methylated fon of selenium. U2 does not elute at pH=2.8, possibly due
to a strong negative charge. Research is now in progress tu elucidate te structure of
these two unk¿nown species. No appreciable presence of selenite ¿md selenate was fuund
in any ofthe alí urines analysed.
Simple sample treatment with Bond-Elut C18 cartnidges removes organic matnix
without loss ofseleniuni species, there by improving storage charactenistics.
‘[he stability study focused un fmding a storage method in order tu avoid the
immediate need fon analysis. ‘[he possible seleno amino acid U1 was more unstable tan
te others species present, and limited the storage time. ‘[he selenium species present ix>
the urines studied were stable for one week ix> pulyetylene vials maintained at 4 oc.
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Fig. 1. HPLC-ICP-MS chromatogram of a standard mixture of (1) TMSe~; (2)
SeCys; (3) SeMet; (4) SeEt; (5) Se(IV) and (6) Se(VI). (5 gg L1 of selenium each).
Mobile phase: a) Phosphate buifer 5.0 mmol dril3 at pH~2.8 b) phosphate buffers
3.5 and 7.0 niniol dn< al pH~61).
Fig. 2. HPLC-ICP-MS cbromatogram of urineA (1) TMSe~; (2) U
1; (3) U2. Mobile
phase: a) Phosphate buffer 5.0 turno] clnf3 al pH~2.8 b) phospbate buffers 3.5 and
7.0 turno! dm3 al pHr=6.0.
Fig. 3. Stability of seleno compounds present ix> urines stored ix> two kinds of container
at two different temperatures. a) Pyrex at -18 0C, b) Pyrex at 4 0C, c) Polyethylene at -
18 0C, and d) Polyethylene at 4 0C.
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Table 1
Operating conditions ufthe chromatographic ami ICP-MS system.
Chromaographíc system:
HPLC colunin
Mobile phases
Flow rate
Sample injection volume
(*) Dead volume
Spherisorb ODS/AM[NO (250 x
Phosphate buffers:
5 mmol dnV3 at pH2.83.5 and 7.0 turno! dm3 at pHE.0
1.0 mL miii’
100 ~tL
2.02±0.01mL
ICP-MS:
Forward power
Reflected power
Coolant gas flow rate
Auxiliar>’ gas flow rate
Nebulizer gas flow rate
Data collection mude
Integration time
1350W
0.5 W
14 L miii’
0.8 L mix>’
0.9 L mlii’
Single ion monitoring
2.Os
(“9 Measured with 10 ~.‘gU1 of Lithium (LiNQ) at m/z=7
4.6 mm i.d.), 5 gm
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Table 2
Chromatographic parameters for aqueuus selenium specíes. k’ is the capacity factor.
k’ atpH2.8
TMSe4 SeCys SeMet SeEt SeQV) Se(VI)
0.14 0.58 L16 2.35 - -
Resolution 1.02 1.19 2,30
k’ atpH6.O 0.27 0.89 1.47 3.17 5.64 14.8
Resolutiun 0.70 0.76 1.65 1.68 5.66
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Table 3.
Recover>’ study un spiked urine samples prucessed by passage through C18 cartridges.
Cartridges were washed with MiUI-Q water (method 1) and 3.5 turno] dm3 mobile
phase at pH=6.0 (method 2). Results are the mean ufthree separate experinients.
Species Metbod 1 Method 2
TMSe~ 97±4% 101+3%
SeCys 73±8% 94+4%
SeMet 89±7% 98+3%
SeEt 71±5% 95±5%
Selenite 102±4% 99±4%
Selenate 96±5% 98+3%
U
1 85±5% 97±6%
U2 90+4% 102+5%
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Table 4.
Calibration siopes (±S~) for total selenium (1/10 dilution) and selenium species (1/5
dilution) in aqueous and standard additiuns calibration.
Total Se
TMSe~
SeCys
SeMet
SeEt
Se(IV)
Se(VI)
r is te correlation
Aqucous calibration
6898±507 (r=O.9998)
6734±715(rÑ.9997)
6505 ±481(r0.9998)
6179±461(r=0.9998)
5987±612(r=0.9997)
6035 ±839 (r#~.9996)
6615±496(r=0.9998)
coefficient ofregression.
Standard addit¡ons calibration
6743 + 1281 (r#t9992)
6509±1033 (r=0.9993)
6366 + 670 (r0.9997)
6102 + 854 (r~0.9995)
6058±1303 (r#~.9987)
5940±1243 (r0.9988)
6302±998 (r0.9993)
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tibIe 5.
Quantitative results for selenium species un human urine expressed as ~xgU’ ofselenium
(mean + 5, n3).
TMSe~ Uí U2 Total Se
UrineA 17.8+0.6 7.7±0.3 17.5+0.6 45±1
Urrne8 14.3 + 0.5 14.9±0.6 16.9±0.6 53±2
Urinec 19.8 + 0.7 8.5 + 0.3 6.1 + 0.2 38±1
22
2000
1500
1000
500
0
2000
1500
1000
500
a
33.3
Va
VI
e
va
Va
o
0 2 4 6 8 10
0 8.3 16.7 25.0
Time (mm)
Fig. 1 (a) upper graph and (b) lower graph
23
500
)
Va
o
250
o
750
Va
VI
oQ
500-
250-
o
a 8.3 16.7
Time (mm)
Fig.2 (a) upper graph and (b) luwer graph
0 2 4 6 8 10
(1)
(3)(2)
25.0 33.3
24
PyrexT=-180C
7 14
PyrexTh40C
7
-7
14
Time (days)
Fig.3 (a) upper graph arid (b) lower graph
120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
•TMSe+ flUí EIU2
o
1 28
120
100 -
80 -
•TMSe-l-DU1 EIU2
o 60 -
40 -
20 -
0-
1 28
25
Polycthylene T= -is 0C
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